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Investigaciones sobre la expresión genética de macrófagos infectados por 
diferentes especies de Leishmania en diferentes modelos celulares, han 
identificado a las metalotioneinas como genes modulados positivamente durante la 
infección, implicándolas en el proceso. Sin embargo, estos estudios de expresión 
genética no han validado la presencia de MT a nivel de proteína durante la 
infección. 
 
En la presente investigación se evaluó por medio de inmunofluorescencia, la 
dinámica de expresión proteica de las metalotioneinas en macrófagos derivados la 
línea celular U937 (Macrófago U937) no infectados e infectados con Leishmania 
braziliensis, a las 0h, 24h, 48h y 72h post-infección. Además, se determinó por 
medio de RT-PCR, cuales isoformas de metalotioneina son expresadas en los 
macrófagos U937 no infectados e infectados por Leishmania braziliensis. 
 
Se mostró la presencia de MT a nivel de proteína en los macrófagos U937 
infectados, sobre los cuales se encontró diferencia en los niveles de expresión 
respecto de los macrófagos U937 no infectados. También, se identificó un patrón 
de distribución caracterizado por un aumento en la intensidad de fluorescencia de 
MT sobre lo que posiblemente corresponde al cuerpo del parasito dentro del 
citoplasma de los macrófagos U937 infectados. Este patrón de distribución se 
denominó fenotipo tipo vesicular. Además, se identificó las isoformas de 
metalotioneina expresadas en macrófagos U937 no infectados e infectados por 
Leishmania braziliensis: MT1E, MT1F, MT1G, MT1X y MT2A. Finalmente, se 
diseñaron shRNAs para silenciamiento simultaneo y específico para cada una de 
las MTs expresadas en macrófagos U937 infectados por Leishmania braziliensis. 
  
Los resultados obtenidos sugieren que las metalotioneinas están involucradas 
durante la infección por L. braziliensis. 
 











Studies on gene expression in macrophages infected by different Leishmania 
species have been identified the metallothionein genes modulated positively during 
infection involving them in the process. However, these gene expression studies 
were not validated the presence of MT protein level during infection. 
 
In the present investigation was assessed by immunofluorescence , the dynamics 
of protein expression of metallothioneins in macrophage -derived cell line U937 
(macrophage U937) uninfected and infected with Leishmania braziliensis , at 0h , 
24h, 48h and 72h post- infection . In addition , it was determined by RT -PCR, 
which metallothionein isoforms are expressed in the macrophages U937 infected 
and uninfected by Leishmania braziliensis. 
 
This investigation showed the presence of MT protein level in infected U937 
macrophages for which differences were found in the expression levels compared 
to the uninfected U937 macrophages. Distribution pattern characterized by an 
increase in fluorescence intensity of MT on possibly corresponds to the body of the 
parasite within the cytoplasm of macrophages infected U937 are also identified. 
This distribution pattern is called phenotype like vesicule. Also, metallothionein 
isoforms expressed in U937 macrophages uninfected and infected by Leishmania 
braziliensis was identified: MT1E, MT1F, MT1G, MT1X and mT2a. Finally, shRNAs 
were designed for simultaneous and specific to each of the MTs expressed in 
macrophages infected with Leishmania braziliensis U937 silencing. 
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Investigaciones sobre la expresión genética de macrófagos infectados por 
diferentes especies de Leishmania en diferentes modelos celulares, han 
identificado a las metalotioneinas como genes modulados positivamente durante la 
infección, implicándolas en el proceso. Sin embargo, estos estudios de expresión 
genética no han validado la presencia de MT a nivel de proteína durante la 
infección. 
 
En la presente investigación se evaluó por medio de inmunofluorescencia, la 
dinámica de expresión proteica de las metalotioneinas en macrófagos derivados la 
línea celular U937 (Macrófago U937) no infectados e infectados con Leishmania 
braziliensis, a las 0h, 24h, 48h y 72h post-infección. Además, se determinó por 
medio de RT-PCR, cuales isoformas de metalotioneina son expresadas en los 
macrófagos U937 no infectados e infectados por Leishmania braziliensis. 
 
Se mostró la presencia de MT a nivel de proteína en los macrófagos U937 
infectados, sobre los cuales se encontró diferencia en los niveles de expresión 
respecto de los macrófagos U937 no infectados. También, se identificó un patrón 
de distribución caracterizado por un aumento en la intensidad de fluorescencia de 
MT sobre lo que posiblemente corresponde al cuerpo del parasito dentro del 
citoplasma de los macrófagos U937 infectados. Este patrón de distribución se 
denominó fenotipo tipo vesicular. Además, se identificó las isoformas de 
metalotioneina expresadas en macrófagos U937 no infectados e infectados por 
Leishmania braziliensis: MT1E, MT1F, MT1G, MT1X y MT2A. Finalmente, se 
diseñaron shRNAs para silenciamiento simultaneo y específico para cada una de 
las MTs expresadas en macrófagos U937 infectados por Leishmania braziliensis. 
  
Los resultados obtenidos sugieren que las metalotioneinas están involucradas 
durante la infección por L. braziliensis. 
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La leishmaniasis es una enfermedad infecciosa causada por parásitos 
protozoarios del género Leishmania, los cuales son transmitidos por vectores 
flebótomos en las regiones tropicales y subtropicales del mundo. Las 
manifestaciones clínicas de la leishmaniasis, difieren considerablemente 
dependiendo de la especie de Leishmania y el estado inmune del infectado, 
resultando en alguno de sus tres tipos: leishmaniasis cutánea (LC), leishmaniasis 
mucocutánea (LMC) y leishmaniasis visceral (LV). Globalmente, se estima que 
más de 350 millones de personas se encuentran en riesgo de infección, con una 
incidencia es de 1.5 a 2 millones de casos nuevos por año, siendo la LC la más 
frecuente y la LV, la de mayor riesgo de muerte [1, 5]. 
 
En Colombia se presentan los tres tipos de leishmaniasis, de los cuales la LC es la 
más común, seguida por la LMC. Entre las diferentes especies de leishmania 
presentes en Colombia, L. panamensis y L. braziliensis son las de mayor 
frecuencia en los aislamientos clínicos, tanto en la condición cutánea, como en la 
mucocutánea [38, 65, 66]. 
 
Los parásitos causales de la leishmaniasis presentan dos estadios de desarrollo 
durante su ciclo de transmisión, desde el vector flebótomo al huésped mamífero, y 
viceversa. Durante la estancia en el vector flebótomo, el parásito se encuentra en 
el tracto digestivo como una forma alargada, flagelada y extracelular conocida 
como promastigote. Este se clasifica como promastigote procíclico cuando se 
multiplica en el intestino del vector flebótomo, o como promastigote metacíclico, 
cuando se encuentra en las partes bucales, cesa su división y es infectivo en el 
momento de la picadura sobre los hospederos mamíferos [2-4, 11]. 
 
Una vez el parásito es transmitido al hospedero mamífero, este se convierte en un 
patógeno intracelular obligado por acción fagocítica de las células del linaje 
monocito/macrófago. Durante este proceso de internalización, el parásito cambia a 
una forma ovalada o esférica y sin flagelo, conocida como amastigote. El 
amastigote es un estado de desarrollo experto en sobrevivir y reproducirse en el 
interior del macrófago, donde se multiplica para luego salir al medio tisular e 
infectar a los macrófagos circundantes. Finalmente, en el momento que un 
flebótomo se alimente de un mamífero infectado, adquiere la infección y completa 
el ciclo de transmisión [4-8].  
 
Durante la infección de los hospederos mamíferos, Leishmania tiene que superar 
diferentes barreras que impiden el desarrollo de la infección y por lo tanto su 
supervivencia y multiplicación. La primera barrera es el sistema complemento, que 
es un complejo de moléculas humorales que intentan destruir y/o marcar al 
parásito para que las células fagocíticas lo eliminen. Sin embargo, Leishmania 
puede inhibir la capacidad destructiva del sistema complemento y utilizar la 
característica de marcación para ser fagocitado por los macrófagos, que son sus 





Los macrófagos que son células especializadas en identificar, fagocitar y destruir 
los patógenos mediante mecanismos intracelulares microbicidas, representan la 
segunda barrera para la proliferación del parásito. Con el fin de sobrepasar esta 
barrera, desde el inicio y a lo largo de la interacción, Leishmania modula las vías 
de señalización intracelulares del macrófago para su propio beneficio, alterando: la 
fusión del fagosoma con el lisosoma, la presentación antigénica, la producción de 
especies reactivas de oxígeno (ROS) y nitrógeno (NO), y la producción de 
citoquinas. Además, es posible que el parásito utilice otros mecanismos y altere 
las vías de señalización del macrófago de maneras aún no comprendidas [9-13]. 
 
Una hipótesis sobre la interacción del parásito-hospedero, se basa en que ciertos 
productos génicos del macrófago son modulados por parte de Leishmania para 
facilitar y permitir su supervivencia intracelular. A partir de esta hipótesis, 
diferentes investigaciones han empleado perfiles de expresión genética de 
macrófagos no infectados e infectados con Leishmania, para identificar genes 
potencialmente involucrados en la infección. 
 
De acuerdo con estas investigaciones, la infección con Leishmania produce pocos 
cambios en la expresión genética de los macrófagos y se caracteriza por regular 
negativamente la mayoría de los genes modulados, mientras regula positivamente 
solo unos pocos. Reiteradamente, estas investigaciones han identificado una 
regulación positiva de las Metalotioneínas (MTs) 1 y 2 durante la infección, 
sugiriendo que las MTs 1 y 2 posiblemente están implicadas en el proceso [14-18]. 
Sin embargo, hasta el momento no se ha validado la presencia proteica de las 
MTs en la infección, ni se ha realizado una evaluación funcional de las MTs en 
relación al proceso de infección de Leishmania. 
  
Las MTs son metaloproteínas de bajo peso molecular con un alto contenido de 
cisteína y una alta afinidad por metales divalentes, como el zinc y cobre bajo 
condiciones fisiológicas. Aunque no se les ha identificado una función central o de 
mayor importancia, se han visto involucradas en diferentes procesos, tales como: 
transporte e intercambio de metales, protección contra tóxicos como metales 
pesados y radicales libres, expresión de genes, apoptosis, proliferación y 
diferenciación [19-23]. 
 
En el macrófago, las MTs están involucradas en diferentes procesos, como: 
inactivación de radicales libres [19], expresión de genes [26], actividad microbicida 
[24], producción de óxido nítrico (NO) [25], adherencia-penetrabilidad [71], 
homeostasis de metales esenciales y del estado redox intra- y extra-celular [19]. 
Por ejemplo, durante la activación de los macrófagos se desarrolla un estallido 
respiratorio produciendo grandes cantidades de radicales hidroxilo y superóxido 
que pueden alterar y comprometer la viabilidad celular. Los radicales libres 
producidos son inactivados al ser reducidos mediante la oxidación de los grupos 
tiolatos (cisteínas) y la liberación del metal de la MT (Zn, Cu, Cd). Adicionalmente, 
durante la activación del macrófago, las MTs regulan la expresión de diferentes 
genes que están bajo el control de factores de transcripción dependientes de zinc, 




factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α), interleucina 1 (IL-1) e interleucina 6 (IL-6). 
Así mismo, se ha reportado que las MTs actúan como reguladores positivos de la 
producción de NO y la actividad bactericida, permitiendo la eliminación de las 
infecciones por la acción microbicida del NO o por secuestro del zinc necesario 
para el crecimiento del patógeno [19, 24-26]. 
 
Aunque muchos aspectos de las MTs en el macrófago han sido estudiados, 
ninguna investigación ha determinado el papel de las MTs durante la infección por 
Leishmania. Dado su recurrente aparición en los estudios de expresión génica 
durante la infección, resulta necesario realizar una evaluación funcional de las 
MTs en relación a la infección del macrófago por parte de Leishmania. Esta 
evaluación requiere que en primera medida se valide la expresión proteica de las 
MTs inducida por la infección y que posteriormente, se garantice la inactivación de 
los genes codificantes para MT. Finalmente, esta inactivación permitirá evaluar la 
función de las MTs en el proceso de infección del macrófago por parte de 
Leishmania. 
 
En el presente proyecto se propone evaluar la presencia de una proteína cuyo gen 
codificante ha sido identificado como sobre-expresado en el contexto de 
macrófagos humanos infectados con Leishmania spp. Por consiguiente se 
evaluará la presencia de la proteína Metalotioneína en la infección de macrófagos 






Un gran número de investigaciones sobre la interacción entre Leishmania y el 
macrófago han permitido identificar diferentes estrategias empleadas por 
Leishmania para alterar las funciones del macrófago y de esta manera modificar el 
ambiente intracelular de la célula hospedera, a favor de su supervivencia y 
multiplicación. Estas estrategias abarcan diferentes etapas de la interacción, tales 
como: el encuentro con el sistema complemento, la entrada al macrófago, las 
modificaciones intracelulares que impiden el correcto funcionamiento del 
macrófago y una eficiente respuesta inmune que elimine la infección [4, 6, 7, 9-13].  
 
Con el desarrollo de las metodologías de genómica funcional, la investigación 
sobre la interacción Leishmania-macrófago identificó diferentes genes que 
anteriormente no se habían tenido en cuenta, revelando que los modelos 
empleados para explicar el desarrollo de la infección eran insuficientes. Algunos 
de estos genes identificados mediante genómica funcional en el proceso de 
infección son las MTs 1 y 2, los cuales son regulados positivamente en distintos 
tipos de macrófagos durante la infección por diferentes especies de Leishmania, 
demostrando reiteradamente la implicación de las MTs en la infección, a través de 





Aunque las MTs no se han evaluado durante la infección de Leishmania, se ha 
demostrado que su ausencia o sobre-expresión limita la infección de patógenos 
intracelulares como Listeria monocytogenes. Se propone como hipótesis que la 
sobreexpresión de las MTs genera el secuestro del zinc necesario para la 
supervivencia bacteriana, y que su ausencia produce un mayor nivel de la 
activación en los macrófagos, permitiendo una acelerada respuesta inmune 
asociada a NFkB [24]. Otras investigaciones han revelado que las MT regulan 
positivamente la actividad bactericida y la producción de óxido nítrico en 
macrófagos estimulados con lipopolisacárido (LPS). Por consiguiente se plantea 
que las MTs donan el zinc a la sintasa inducible de óxido nítrico (iNOS) para que 
se homodimerize y pueda producir NO. Sin embargo, no se descarta el acople de 
otros cofactores como el tetrahidrobiopterina (BH4), que podrían variar la 
producción de NO durante la acción de iNOS [25]. 
 
Actualmente, diferentes investigaciones han usado el silenciamiento genético por 
RNA de interferencia (RNAi) para reducir al mínimo los niveles proteicos de MTs y 
de esta manera poder evaluar la función que las MTs desempeñan. Por ejemplo, 
estudios en células del epitelio bronquial (BEC), fibroblastos keloidales (KF) y 
células de cáncer de seno (MCF-7) han demostrado que la aplicación de “small 
interfering RNA” (siRNA) contra las MTs reducen efectivamente sus niveles 
proteicos cuantificados mediante pruebas inmunoquímicas como western blot o 
inmunocitoquímica. Aunque actualmente, el silenciamiento genético de las MTs 
por RNAi no ha sido utilizado en monocitos/macrófagos, se conoce que el RNAi en 
monocitos/macrófagos ha sido efectivo contra diferentes genes blanco, tanto en 
líneas celulares como en células primarias [27-34]. 
 
Los macrófagos y monocitos son células difíciles de modificar genéticamente, por 
lo que la eficiencia de transfección generalmente es baja e inestable. Para superar 
este problema, el laboratorio del Dr. Carlos Clavijo ha implementado la 
transducción lentiviral como método de transformación genética, obteniendo 
transducciones estables y eficientes sobre la línea celular U937. Cabe destacar 
que la transducción lentiviral permite generar un silenciamiento genético constante 
y/o inducible mediante un vector lentiviral que inserta un short hairpin RNA 
(shRNA) en el genoma, bajo el control de la RNA-polimerasa III (pol III) y una 
región operadora. A partir de la expresión del shRNA, se produce un 
silenciamiento similar al desarrollado por la maquinaria de silenciamiento natural 
de los micro RNA (miRNA), obteniendo un silenciamiento óptimo y mejor a los 
obtenidos por la transfección de siRNAs [28, 32, 34-37, 43]. 
  
De acuerdo a lo anterior y en el marco del proyecto “Generación y validación de un 
modelo celular diseñado para el tamizaje genético mediante RNA de interferencia 
en el complejo macrófago infectado por L. braziliensis” se propone evaluar 
sistemáticamente la presencia proteica de los genes modulados 
transcripcionalmente en el contexto de macrófagos humanos infectados con 
Leishmania spp. A partir de la identificación de los genes modulados durante la 
infección, en el presente proyecto se propone evaluar la presencia de la proteína 




MARCO TEÓRICO:  
 
La leishmaniasis como un problema de salud pública  
 
La leishmaniasis es una enfermedad parasitaria catalogada como una de las más 
desatendidas en el mundo, afectando a la población más pobre de los países en 
desarrollo. Está presente en 88 países, con una incidencia anual de 2 millones de 
casos, y un estimado de 350 millones de personas en riesgo de contraerla. La 
mortalidad de la leishmaniasis visceral sitúa a la leishmaniasis como la segunda 
enfermedad parasitaria con mayor número de muertes (50.000 - 
70.000muertes/año). Además, un estimado de 2.357.000 años de vida perdidos 
por discapacidad (AVPD) la pone en novena posición en un análisis global de 
enfermedades infecciosas. Sin embargo, se sabe que estos datos son sub-
estimados debido al sub-reporte de casos, tanto por la ausencia o ineficiencia de 
los sistemas de vigilancia epidemiológica, como por la exclusión del efecto 
económico y la estigmatización en la cuantificación de los AVDP [1, 39].  
 
En Colombia, la leishmaniasis presenta un aumento continuo de la incidencia, 
desde la década del 90 hasta la actualidad. Se reporta que en los 90´s se 
presentaba una incidencia anual promedio de 6.500 casos/año, aumentando 
progresivamente hasta tener cerca de 20.000 casos/año en el 2005 y 2006. Entre 
los reportes de leishmaniasis se presentan las tres formas clínicas de la 
enfermedad, siendo la leishmaniasis cutánea la más frecuente (95%), y afectando 
principalmente a la población entre 15-44 años [38].  
 
Interacción parásito-hospedero  
 
Una vez el humano es infectado mediante la picadura de un flebótomo portador, 
los parásitos promastigotes extracelulares empiezan a interactuar con los 
mecanismos de defensa del hospedero. De esta manera, el balance entre la 
acción del sistema inmune para destruir el parásito y los mecanismos que 
Leishmania utiliza para sobrevivir a las acciones antimicrobianas del hospedero, 
determinan el desarrollo o la resolución de la infección.  
 
Unión, fagocitosis e internalización 
 
Inicialmente, el parásito evade la lisis mediada por el sistema complemento 
mediante sus lipofosfoglicanos (LPG) y/o gp63, impidiendo la unión de las 
subunidades C5b-C9 en su superficie y la conversión de C3b a C3bi, 
respectivamente. De este modo, el parásito evita la formación de la C5 convertasa, 
del complejo de ataque a membrana y la lisis celular. Adicionalmente, Leishmania 
utiliza las moléculas de sistema complemento sobre su superficie para unirse a los 
receptores del sistema complemento de los macrófagos (CR1 y CR3), e inducir su 
internalización mediante la fagocitosis. Así mismo, el parásito utiliza los LPG para 
unirse a diferentes proteínas de superficie como el receptor de fucosa-manosa, la 
proteína C reactiva (CRP) y CR4, e inducir su internalización sin la activación del 




Una vez en el interior de los macrófagos, los parásitos se diferencian a su forma 
amastigote, experta en sobrevivir dentro del ambiente hostil del fagolisosoma. Los 
promastigotes son susceptibles al ambiente ácido e hidrolítico del fagolisosoma, 
por lo que se propone que los LPG retrasan la maduración del fagolisosoma para 
que los promastigotes se puedan diferenciar a amastigotes, y de esta manera el 
parásito pueda sobrevivir al interior del macrófago. Dentro del fagolisosoma, 
Leishmania inhibe la acción de las enzimas hidrolíticas y ROS, a través de las 
peroxidoxinas LcPxn1 y -2, y la superóxido dismutasa [9, 10, 12, 42].  
 
Inhibición de la producción de ROS 
 
En el macrófago, durante el proceso natural de fagocitosis mediada por receptor, 
se producen ROS que inactivan las moléculas u organismos fagocitados. Las ROS 
son producidas por un complejo enzimático oxidativo que contiene el citocromo 
b558 unido a la membrana, el cual está compuesto de al menos dos polipéptidos 
(gp91phox y fp22phox) y dos grupos heme no idénticos, asociados a gp91phox. 
Durante la activación del macrófago, las subunidades citoplasmáticas p40, p47, 
p67 y Rac2 se asocian a los componentes unidos a membrana para producir ROS 
[13, 42].  
 
Dado que las ROS actúan como agentes microbicidas sobre los parásitos 
fagocitados, Leishmania emplea diferentes mecanismos para inhibir este proceso 
a diferentes niveles. (1) La entrada del parásito por CR4 no activa la producción de 
ROS, (2) Durante la infección, el parásito induce un aumento de la expresión de la 
hemo-oxigenasa I, que impide la maduración de gp91phox, (3) inhibición de la 
fosforilación de p47, necesaria para su asociación con las otras subunidades en el 
complejo oxidativo, (4) inhibición del traslado a membrana de PKC que fosforila a 
p47 [9, 10, 13, 41, 42].  
 
Alteración de la respuesta inmune adaptativa  
 
Los macrófagos son células centinelas del sistema inmune que intervienen en el 
paso de la respuesta inmune innata a la adaptativa, mediante la presentación 
antigénica y la secreción de citoquinas que modulan los linfocitos T. Cuando los 
macrófagos secretan IL-1, IL-12 y TNF-α, se estimula la producción de linfocitos T 
ayudadores (Th1), que son capaces de eliminar la infección de Leishmania, 
mediante la producción de INF-γ. Esta citoquina activa los macrófagos e induce la 
producción de NO, que es esencial para la eliminación de los amastigotes al 
interior de fagolisosoma [9, 40, 41].  
 
No obstante, Leishmania ha desarrollado diferentes mecanismos que suprimen la 
respuesta Th1 e impiden su eliminación del hospedero. En células infectadas por 
Leishmania se ha observado una inhibición de la presentación antigénica, evitando 
que los péptidos se carguen en el complejo principal de histocompatibilidad de 
clase II (MHCII), o secuestrando los péptidos y el MHCII al nivel de fagolisosoma. 




MHCII y degradarlas mediante cistein-peptidasas para utilizarlas como fuente de 
nutrientes [9, 10].  
 
Otro mecanismo empleado por Leishmania para suprimir la respuesta Th1, 
consiste en inhibir la producción de la IL-12, alterando el balance de la activación 
de las MAPKs (p38, JNK y ERK1/2). Se plantea que Leishmania inhibe la 
activación de p38 y JNK, que son responsables de la producción corriente abajo 
de IL-12, mientras induce la activación de ERK1/2, que promueve la producción de 
IL-10, una citoquina anti-inflamatoria que impide la respuesta Th1. Asimismo, se 
conoce que Leishmania sustrae el colesterol de la membrana de la célula huésped 
para favorecer la activación de ERK1/2, a partir de las moléculas co-estimulatorias 
CD-40 + TRAF6 [9, 10, 13, 40, 41].  
 
Alteración de la vía de señalización mediada por el INF-γ  
 
El INF-γ es una citoquina liberada por los linfocitos Th1, que permite la eliminación 
de la infección, por medio de la activación de los macrófagos y de la producción de 
NO en los fagosomas que contienen los parásitos. Una vez el interferón se une a 
su receptor en la membrana de los macrófagos (INF-γR), se activan las kinasa 
JAK1/JAK2 que fosforilan STAT-1. Esto hace posible su traslado al núcleo para 
transcribir los genes que incrementan la actividad bactericida del macrófago, como 
la iNOS y el MHCII. Durante la infección por Leishmania, la vía de señalización 
mediada por el INF-γ es inhibida por la activación de las fosfotirosin-fosfatasas del 
huésped (PTP), especialmente la SHP-1. Estas fosfatasas inhiben la activación de 
las kinasas JAK1/JAK2 y de esta manera bloquean la señalización corriente abajo 
que impide la expresión de los agentes microbicidas. También, la regulación 
negativa sobre la expresión del INF-γR es otro mecanismo utilizado por el parásito 
para inactivar la señalización mediada por el INF-γ [10, 13].  
 
El macrófago en función de Leishmania  
 
Como se ha descrito hasta el momento, Leishmania utiliza múltiples mecanismos 
para inhibir las funciones del macrófago y poder sobrevivir dentro de él. En general, 
el parásito modula selectivamente las vías de señalización del macrófago, 
inhibiendo las funciones microbicidas y la presentación antigénica, mientras 
aumenta la expresión de ciertas citoquinas que inactivan el macrófago [41]. 
  
Hasta ahora, las investigaciones sobre la interacción Leishmania-macrófago se 
han enfocado en los mecanismos utilizados por Leishmania para suprimir la 
activación del macrófago y las vías de transducción de señales involucradas. Sin 
embargo, otra forma de abordar el estudio de la interacción es investigar qué 
mecanismos del macrófago son modulados durante la infección para favorecer la 
supervivencia y multiplicación del parásito al interior del macrófago. Estudiar la 
interacción desde la hipótesis de la permisividad del hospedero permitirá identificar 
mecanismos y rutas que posiblemente no se han identificado. Además, el acople 
del conocimiento previo con la hipótesis de permisividad permitirá comprender la 




A partir de la hipótesis de permisividad se han identificado muchos genes 
potencialmente involucrados en la interacción Leishmania-macrófago, que antes 
no se tenían en cuenta. Por ejemplo, las MTs son reguladas positivamente durante 
la infección en diferentes tipos de macrófagos, por diferentes especies de 
Leishmania [14-18].  
 
RNA de interferencia  
 
El RNA de interferencia es un mecanismo molecular de regulación genética post-
transcripcional empleado por algunos organismos para controlar la expresión de 
genes endógenos, o como mecanismo de defensa contra virus o transposones. El 
mecanismo molecular del RNAi es inducido por RNA de doble hebra (dsRNA), el 
cual es reconocido y cortado por la ribonucleasa Dicer, en fragmentos de ~21nt, 
conocidos como siRNAs. Estos siRNAs son posteriormente incorporados en RISC 
(RNA-induced silencing complex) para dirigir el silenciamiento específico de los 
RNA mensajeros (mRNA) complementarios al siRNA, cortándolos o inhibiendo su 
traducción. En términos generales, el RNAi produce una inhibición potente y 
específica de la función de un gen, disminuyendo sus niveles de mRNA y por 
consiguiente, sus niveles de proteína [48, 50-53].  
 
Actualmente, el RNAi se utiliza como método para evaluar la función de un gen, 
gracias a la capacidad que tiene de inhibir el flujo de la información genética del 
DNA a la proteína. No obstante, el RNAi debe garantizar un nivel óptimo de 
reducción de la expresión proteica para emplearse como una metodología en la 
evaluación funcional de un gen [48, 54, 55].  
 
Como método de evaluación de la función génica, el RNAi presenta 2 ventajas 
sobre la generación de mutantes (knock out): (1) reduce el tiempo y esfuerzo 
necesario para desarrollar la evaluación y (2) permite evaluar genes esenciales 
para el desarrollo y el metabolismo, que mediante su mutación impiden el 
desarrollo de organismos viables [48, 54, 55].  
 
La aplicación experimental del RNAi utiliza dos aproximaciones metodológicas, el 
RNAi por siRNA sintéticos y el RNAi basado en vectores. Los siRNA sintéticos son 
moléculas de dsRNA de 21-27nt, que al ser transfectadas al interior de la célula 
producen un silenciamiento transitorio (3-5 días) del gen de interés. Sus limitantes 
radican en la dificultad de obtener eficiencias de transfección estables 
(especialmente en células difíciles de transfectar), y el tiempo de silenciamiento, 
ya que impide evaluar genes que codifican proteínas de vida media prolongada. 
Por el contrario, el RNAi basado en vectores, produce un silenciamiento constante 
y/o inducible, a partir de la expresión estable de siRNA, shRNA o miRNA 
codificados en plásmidos o vectores virales. Además, el uso de vectores virales, 
como adenovirus y lentivirus, facilita el proceso de transformación celular, 









Las MTs son una gran familia de metaloproteínas presentes en todos los 
eucariotas e identificada en algunos procariotas. Esta familia se caracteriza por 
tener proteínas termoestables de bajo peso molecular (<10kDa), ricas en cisteína 
y con bajo contenido de aminoácidos aromáticos. En condiciones nativas se 
encuentran unidas a Zn y/o Cu, y presentan alta afinidad por metales no 
esenciales como el Cd. Su estructura tridimensional está dictaminada por los 
metales a los que se encuentre unida, por lo que en su forma carente de metales 
(ApoMT), no posee elementos estructurales secundarios. Además, estas proteínas 
contienen agrupaciones metal-tiolato, que proveen la característica 
espectroscópica de los puentes M-Scys [56, 61].  
 
Debido a su propiedad de unirse a metales, la actividad de las MTs se ha 
clasificado en: adquisición/liberación de metales, intercambio de metales, 
transferencia de metales entre biomoléculas, y actividad redox. Generalmente, la 
adquisición de metales es realizada por las apoMTs intra- y/o extracelulares, que 
posteriormente pueden liberar su metal por un cambio de pH o por competencia 
de ligandos. Una vez la MT ha adquirido un metal, este puede intercambiarse de 
acuerdo a la afinidad por el metal, siendo Fe(II) ≈ Zn(II) < Cu(i) bajo condiciones 
fisiológicas, por lo que las Zn-MT son más reactivas que las Cu-MT. Al tener la 
capacidad de adquirir, liberar e intercambiar metales, las MTs actúan como 
donante/quelante de metales al interactuar con factores de transcripción 
dependientes de zinc (TFIIIA y sp1), o con proteínas de control del estado redox, 
como las glutatión disulfuro [56, 58].  
 
Desde su descubrimiento en la década del 50, no se ha determinado una función 
biológica central para las MTs, debido a que su función molecular (transferencia 
de metales/actividad redox) puede estar involucrada en múltiples procesos 
biológicos, dependiendo de las necesidades fisiológicas de cada organismo, y de 
las múltiples isoformas que pueden desempeñar diversas funciones. No obstante, 
el análisis evolutivo (Capdevila et al, 2011) ha ubicado las MTs en la homeostasis 
de metales como zinc y cobre, desempeñando tareas como reservorio de metales, 
transporte de metales y entrega de metales a metaloproteínas blanco, actuando 
como una chaperona de metales [56-58].  
 
Metalotioneínas en el humano  
 
Las MTs humanas son metaloproteínas de bajo peso molecular (6-7kDa) con las 
características de estructura y función típicas de la familia de las Metalotioneínas. 
En el humano, las MTs están codificadas en 7 genes funcionales de MT-1 (MT-1A, 
-B, -E, -F, -G, -H, y –X) y un gen por cada una de las otras isoformas, MT-2 (gen 
MT-2A), MT-3 y MT-4. La MT-2 es la de mayor expresión, representando 
aproximadamente el 50% del total de la expresión de las MTs. Las MT-1 y -2 son 
expresadas en casi todos los tejidos de manera basal o inducible, por condiciones 
o moléculas de estrés, como glucocorticoides, citoquinas, metales y ROS. Por el 




expresión esta confinada al sistema nervioso central y al epitelio escamoso, 
respectivamente [50, 60].  
 
Metalotioneínas como antioxidantes  
 
Durante condiciones patológicas o de estrés, como respuestas proinflamatorias y 
activación de leucocitos, se desarrolla un estrés oxidativo que consiste en un 
desbalance entre la producción de ROS y la capacidad celular de producir 
antioxidantes. Este incremento de ROS desarrolla la oxidación y nitración de 
lípidos, proteínas, carbohidratos y DNA, comprometiendo la integridad celular e 
induciendo apoptosis. Durante el estrés oxidativo, las MTs inactivan ROS y NO 
mediante su oxidación y liberación del Zn. Posteriormente, el zinc activa el factor 
de transcripción MTF-1 permitiendo su unión al DNA sobre los elementos de 
respuesta a metales (MRE), que controlan la expresión de las MTs. Por último, la 
expresión de las MTs genera un ciclo de retroalimentación que permite controlar el 
estrés oxidativo [60, 62, 63].  
 
Metalotioneínas y apoptosis  
 
Diferentes investigaciones han demostrado que en condiciones pro-apoptóticas, 
las MTs reducen significativamente los marcadores de apoptosis, como las 
caspasas y el citocromo c citoplasmático. No obstante, los mecanismos de acción 
molecular de esta inhibición aún son desconocidos. Además, se sabe que las MTs 
inhiben la proteína supresora de tumores (P53), que es un importante inductor de 
la apoptosis. Esta inhibición se desarrolla por interacción directa con las MTs, las 
cuales retiran el zinc necesario para la actividad de P53, impidiendo un correcto 
plegamiento y su unión al DNA [60, 62, 63, 67, 68].  
 
Metalotioneínas e inmunoregulación  
 
Las MTs actúan como intermediarios inmunomoduladores, ya que su expresión 
puede ser inducida por citoquinas como IL-1, IL-6, TNF-α, INF-α e INF-γ. Además, 
se ha demostrado que las MTs disminuyen considerablemente tanto la inducción, 
como la acción de los linfocitos T citotóxicos. Asimismo, se ha observado que las 
MTs tienen un efecto inhibitorio sobre la inmunidad humoral dependiente de 
células T, ya que ratones mutantes (knockouts) para las MTs desarrollan una 
mayor respuesta humoral contra la ovoalbúmina, en comparación con ratones 















Objetivo general  
 
Evaluar la presencia, en macrófagos derivados de la línea celular U937 infectados 
con Leishmania braziliensis, de una proteína cuyo gen codificante ha sido 
identificado como sobre-expresado en el contexto de macrófagos humanos 
infectados con Leishmania spp. y diseñar una estrategia de silenciamiento del gen 




1. Evaluar la presencia de la proteína Metalotioneína en macrófagos derivados 
de la línea celular U-937 infectados con Leishmania braziliensis. 
 
2. Caracterizar la cinética de expresión de la proteína Metalotioneína en 
macrófagos derivados de la línea celular U-937 infectados con Leishmania 
braziliensis. 
 
3. Identificar la isoforma de Metalotioneína presente en macrófagos derivados 
de la línea celular U-937 infectados con Leishmania braziliensis. 
 
4. Diseñar 4 constructos de silenciamiento específicos para las isoformas de 
Metalotioneína presentes en macrófagos derivados de la línea celular U-





DESARROLLO DE OBJETIVOS ESPECIFICOS 
 
Objetivo 1 y 2. Evaluar la presencia y caracterizar la cinética de expresión de 
la proteína Metalotioneína en macrófagos derivados de la línea celular U-937 
infectados con Leishmania braziliensis. 
 
Cultivo de células U-937. 
La línea celular promonocítica U-937 de la American Type Culture Collection 
(ATCC) se multiplicó a 37°C con atmósfera al 5% de CO2, en medio RPMI 1640 
suplementado con suero fetal bovino al 10% (v/v). La viabilidad del cultivo se 
determinó por medio del método de exclusión del colorante azul de tripán al 0,4%. 
Para todos los experimentos se utilizaron cultivos con más del 90% de viabilidad. 
 
Viabilidad de células U937 por azul de tripan 
Se tomaron 200µl del cultivo para generar una suspensión celular en dilución 1/20 
a una concentración final de 0,2% de azul de tripan en PBS. La dilución se incubó 
5 minutos a temperatura ambiente y se cargaron 10µl en las dos cámaras de 




10X y se contaron las células viables (refringentes) y no viables (azules) de los 
ocho cuadrantes.  
 
El porcentaje de viabilidad se calculó de la siguiente manera:  
 
[100 - (# células no viables/ # total de células *100)] 
 
El número de células viables/ml se calculó de la siguiente manera: 
 
[# células viables * 10000 * 20] 
 
Diferenciación a macrófagos U937. 
La línea celular U937 se cultivó a 37°C con atmósfera al 5% de CO2, en medio 
RPMI 1640 suplementado con suero fetal bovino al 10% (v/v) en presencia de 
100ng/ml de PMA (forbol-12-miristato-13-acetato) durante 120 horas para inducir 
su diferenciación a macrófago. El proceso de diferenciación cambia el estado de 
células en suspensión a células adherentes a la superficie de vidrio. Para la 
diferenciación en caja de Petri de vidrio de 100mm se sembraron 3.5E6 células 
U937 en 12ml de medio de diferenciación. Para la diferenciación en placa de 6 
pozos con laminilla como superficie de vidrio, se sembraron 2.5E5 células U937 en 
2ml de medio de diferenciación. Bajo las anteriores condiciones de diferenciación 
se espera que el 50% de células U937 se diferencien a macrófago. El proceso de 
diferenciación se realizó simultáneamente en caja de Petri de vidrio de 100mm y 
en placa de 6 pozos con laminilla como superficie de vidrio para los posteriores 
procedimientos de inmunocitoquímica y extracción de proteína de macrófagos 
U937. 
 
Cultivo de Leishmania braziliensis. 
La cepa de Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2903 de la organización 
mundial de la salud (WHO) se multiplicó a 25°C en medio Schneider 
suplementado con suero fetal bovino al 10% (v/v). La viabilidad del cultivo se 
determinó por medio de ioduro de propidio (PI) 15µM. Para todos los experimentos 
se utilizaron cultivos con más de 90% de viabilidad. 
 
Viabilidad de promastigotes de Leishmania braziliensis por PI 
Se tomaron 2 alícuotas de 100µl del cultivo y se les aplicó PI generando una 
concentración final de 500nM. Una alícuota se incubó 5 minutos a temperatura 
ambiente, mientras la otra se incubo 5 minutos a 80°C para comprometer la 
permeabilidad de membrana. 10µl de cada alícuota se cargaron en cámaras de 
Neubuaer independientes y se observaron al microscopio de fluorescencia Nikon 
Eclipse 50i, bajo el objetivo de 10X para detectar la fluorescencia de PI (617nm). 
Se fotografiaron 4 campos de observación independientes por cada alícuota con el 
software Nikon ACT-2U imaging y por medio del software cell profiler se determinó 
el número total de parásitos contando el número de objetos rojos fluorescentes de 
la alícuota incubada a 80°C. Paralelamente, se determinó el número de parásitos 
no viables contando el número de objetos rojos fluorescentes de la alícuota 




El porcentaje de viabilidad se calculó de la siguiente manera: 
 
[[# Total de parásitos - # parásitos no viables] / # total de parásitos] * 100 
 
El número de parásitos viables/ml se calculó de la siguiente manera: 
 
[# Total de parásitos - # parásitos no viables] * 10000 * FC 
 
Donde FC es la relación entre el área del campo de observación y el área de la 
cámara de Neubauer. Para este microscopio corresponde a 1,19. 
 
Determinación de la concentración de Zn para el tratamiento de macrófagos 
U937 
Después del proceso de diferenciación, los macrófagos U937 se cultivaron a 37°C 
con atmósfera al 5% de CO2, en medio RPMI 1640 suplementado con suero fetal 
bovino al 10% (v/v) en presencia de ZnSO4 0, 50, 75, 100, 125, 150, 200 y 400 µM 
durante 24horas. Finalmente, se evaluó la viabilidad de los macrófagos por el 
método de Hoechst y PI. 
 
Viabilidad de macrófagos U937 por Hoechst y PI 
Ocho horas después de iniciada la incubación con ZnSO4, se aplicó Hoechst al 
medio de cultivo generando una concentración final de 1.2 µg/ml. El cultivo se 
incubó en presencia de Hoechst durante 16 horas a 37°C con atmósfera al 5% 
CO2. Después, el control de viabilidad se incubó en saponina 0.2%, durante 5 
minutos a temperatura ambiente para comprometer la permeabilidad de 
membrana. Posteriormente, todos los tratamientos se incubaron en PI  500nM 
durante 5 minutos a 37°C con atmósfera al 5% CO2. A continuación, los 
macrófagos se observaron al microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse 50i, bajo 
el objetivo de 10X para detectar la fluorescencia de Hoechst (452nm) y PI (617nm). 
Se fotografiaron 2000 núcleos en cada longitud de onda para cada tratamiento, 
por medio del software Nikon ACT-2U imaging. Finalmente, por medio del software 
cell profiler se determinó el número de macrófagos viables (núcleo Hoechst 
positivo / PI negativo) y no viables (núcleo Hoechst positivo / PI positivo). 
 
El porcentaje de viabilidad se calculó de la siguiente manera:  
 
[100 - (# macrofagos no viables/ # total de macrofagos *100)] 
 
 
Metalotioneína en macrófagos U937 incubados con Zn 
Después del proceso de diferenciación, los macrófagos U937 se cultivaron a 37°C 
con atmósfera al 5% de CO2, en medio RPMI 1640 suplementado con suero fetal 
bovino al 10% (v/v) en presencia de ZnSO4 (0, 50 y 100µM) durante 24 horas para 
inducir la expresión de la proteína Metalotioneína. Finalmente, los macrófagos 
U937 fueron procesados para inmunofluorescencia y observados al microscopio 





Infección de Macrófagos U937 con Leishmania braziliensis 
Sincronizado con la diferenciación de U937, se cultivó Leishmania durante 5 días 
hasta obtener un cultivo en fase estacionaria. Pasados los 5 días, se determinó el 
número de parásitos y la viabilidad del cultivo por medio de PI 500nM. A 
continuación, los parásitos se opsonizaron incubándolos 1 hora a 34°C con 
atmósfera al 5% de CO2, en medio RPMI 1640 suplementado con suero humano 
AB al 10% (v/v), manteniendo una concentración de 4E6 parásitos/ml. 
Posteriormente, los macrófagos U937 fueron retados con los parásitos 
opsonizados durante 2 horas a 34°C con atmósfera al 5% de CO2, en medio RPMI 
1640 suplementado con suero fetal bovino al 10% (v/v), manteniendo una 
proporción de 15parásitos/macrófago U937. Finalmente, se realizaron 3 lavados 
con PBS y se cultivaron los macrófagos retados durante 24, 48 o 72 horas post 
infección a 34°C con atmósfera al 5% de CO2, en medio RPMI 1640 
suplementado con suero fetal bovino al 10% (v/v). En paralelo, se realizó el mismo 
procedimiento sin parásitos para los macrófagos no retados. El proceso de 
infección se realizó simultáneamente en caja de Petri de vidrio de 100mm y en 
placa de 6 pozos con laminilla como superficie de vidrio para los posteriores 






Metalotioneína en macrófagos U937 incubados con Zn y macrófagos U937 
infectados con Leishmania braziliensis. 
Inicialmente, se lavó 3 veces con PBS y se fijaron los macrófagos incubando 30 
minutos a 37°C con paraformaldehído 2% en PBS (p/v). Después, se lavó 3 veces 
con PBS y se inactivaron las trazas de paraformaldehído incubando  5 minutos a 
temperatura ambiente con cloruro de amonio 50mM en PBS. A continuación, se 
lavó 3 veces con PBS y se permeabilizaron los macrófagos incubando con Triton 
X-100 0,5% en PBS (v/v) durante 15 minutos a temperatura ambiente. 
Posteriormente, se lavó 3 veces con PBS y se bloqueó incubando con albúmina 
de suero bovino (BSA) 1% en PBS (p/v) durante 30 minutos a temperatura 
ambiente. La Metalotioneína y la β-tubulina fueron inmunodetectadas incubando 
con los anticuerpos: policlonal rabbit-α-MT (santa cruz: sc-11377) y el anticuerpo 
policlonal mouse-α-β-tubulina (santa cruz: sc-5274) con BSA 1% y saponina 0.2% 
(p/v) en PBS, durante 60 minutos a temperatura ambiente. Inmediatamente, se 
lavó 8 veces con PBS y se inmunodetectaron los anticuerpos primarios incubando 
con los anticuerpos: policlonal goat-α-rabbit-Alexafluor 594 (Life technologies: A-
11037) y policlonal goat-α-mouse-Alexafluor 488 (Life technologies: A-11001) con 
BSA 1% y saponina 0.2% (p/v) en PBS, durante 60 minutos a temperatura 
ambiente, protegidos de la luz. Después, se lavó 8 veces con PBS y se tiñó el 
DNA incubando con 4 ',6-diamino-2-fenilindol (DAPI) durante 5 minutos a 
temperatura ambiente, protegido de la luz. A continuación, se lavó 8 veces en PBS 





Para determinar el ruido de fondo de la intensidad de fluorescencia en rojo 
(Alexafluor 594, 618nm), se utilizó un control de autofluorescencia (sin anticuerpo 
policlonal rabbitαMT, ni policlonal goatαrabbit-Alexafluor 594) y un control de 
reacción cruzada del anticuerpo secundario (sin anticuerpo policlonal rabbitαMT). 
Los controles se evaluaron en MØ U937 y MØU937 infectados con Leishmania 
braziliensis  a las 0, 24, 48 y 72h post-infección. 
 
Adquisición de imágenes 
 
Metalotioneína en macrófagos U937 incubados con Zn  
Los macrófagos se observaron al microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse 50i, 
bajo el objetivo de 40X para detectar la fluorescencia de DAPI (458nm), Alexafluor 
488 (520nm) y Alexafluor 594 (618nm). Se fotografiaron 126 macrófagos en cada 
longitud de onda (azul, verde y rojo) por cada tratamiento, por medio del software 
Nikon ACT-2U imaging. Finalmente, por medio del software cell profiler se 
determinó la intensidad de fluorescencia de MT en los macrófagos de cada 
tratamiento. 
 
Metalotioneína en macrófagos U937 no infectados e infectados con Leishmania 
braziliensis. 
Los macrófagos se observaron al microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse 50i, 
bajo el objetivo de 100X con aceite de inmersión para detectar la fluorescencia de 
DAPI (458nm), Alexafluor 488 (520nm) y Alexafluor 594 (618nm). Se fotografiaron 
397 macrófagos en cada longitud de onda (azul, verde y rojo) por cada 
tratamiento, por medio del software Nikon ACT-2U imaging. Las variables de 
fotografía como tiempo de exposición y ganancia se determinaron sobre los 
controles negativos, en los cuales la fluorescencia de Alexafluor 594 fuese 
mínima, mientras la fluorescencia de DAPI y alexafluor 488 fuese optima, sin 
saturación (Tabla No.1). Finalmente, por medio del software cell profiler se 
determinó la intensidad de fluorescencia de MT en los macrófagos de cada 
tratamiento. Adicionalmente, se evaluó la intensidad de fluorescencia de MT en los 
núcleos y el citoplasma de los macrófagos de cada tratamiento. 
 
Tabla No.1. Variables de fotografía para los macrófagos U937 no infectados e 
infectados con Leishmania braziliensis. 
Flurocromo Tiempo de 
exposición (sg) 
Ganancia Cubo filtro de 
fluorescencia 
Nikon 
DAPI 1/125 3 UV-2A 
Alexafluor 488 1/6 3 B-2A 









Análisis de imágenes 
 
Metalotioneína en macrófagos U937 incubados con Zn 
Las imágenes adquiridas se analizaron con el software cell profiler con el objetivo 
de delimitar el contorno celular de los macrófagos en cada imagen y cuantificar la 
media de la intensidad de fluorescencia de señal para MT/pixel dentro de cada 
contorno (macrófago). Las fotografías en azul (DAPI, 458nm) y verde (Alexafluor 
488, 520nm) se analizan de acuerdo a la intensidad y tamaño de los objetos. 
Inicialmente, se define como objeto primario (núcleo) los objetos con un diámetro 
entre 15-40 pixeles y una intensidad > 0,3 UA (rango de intensidad entre 0 - 1 UA) 
a partir de las imágenes en azul. Posteriormente, se define como objeto 
secundario (contorno celular) al área circundante al objeto primario con una 
intensidad > 0,1 UA (Propagation), a partir de las imágenes en verde. Finalmente, 
se cuantifica la intensidad de fluorescencia de señal para MT/pixel dentro de cada 
contorno (macrófago), a partir de las imágenes en rojo (Alexafluor 594, 618nm). 
 
Metalotioneína en macrófagos U937 no infectados e infectados con Leishmania 
braziliensis. 
Las imágenes adquiridas se analizaron con el software cell profiler con el objetivo 
de delimitar el contorno del núcleo, del citoplasma y del macrófago (núcleo + 
citoplasma) en cada imagen; y cuantificar la media de la intensidad de 
fluorescencia de señal para MT/pixel dentro de cada compartimento (núcleo, 
citoplasma y macrófago). Las fotografías en azul (DAPI, 458nm) y verde 
(Alexafluor 488, 520nm) se analizan de acuerdo a la intensidad y tamaño de los 
objetos. Inicialmente, se define como objeto primario (núcleo) los objetos con un 
diámetro entre 80-300 pixeles y una intensidad > 0,13 UA (rango de intensidad 
entre 0 - 1 UA) a partir de las imágenes en azul. Posteriormente, se define como 
objeto secundario (contorno celular) al área circundante al objeto primario con una 
intensidad > 0,04 UA (Propagation), a partir de las imágenes en verde. 
Finalmente, se cuantifica la intensidad de fluorescencia de señal para MT/pixel 
dentro de cada núcleo, citoplasma y contorno (macrófago), a partir de las 
imágenes en rojo (Alexafluor 594, 618nm). 
 
Fenotipo tipo vesicular en macrófagos U937 
Las imágenes adquiridas se analizaron manualmente a criterio del investigador 
bajo las características que definen el fenotipo tipo vesicular: Cambio gradual de la 
intensidad de β-tubulina respecto a la ubicación del kinetoplasto generando un 
patrón circular. La MT adquiere un patrón granular, el cual se observa en lo que 
posiblemente corresponde al cuerpo del parasito dentro del citoplasma de los 
macrófagos U937 infectados. Se cuantifico el porcentaje de macrófagos con 
fenotipo tipo vesicular en 9 réplicas independientes para cada tratamiento en cada 
tiempo post-infección. 
 
Carga parasitaria y porcentaje de infección 
Las imágenes adquiridas se analizaron con el software cell profiler con el objetivo 
de identificar y cuantificar los kinetoplastos de los parásitos en el citoplasma de los 




520nm) se analizan de acuerdo a la intensidad y tamaño de los objetos. 
Inicialmente, se define como objeto primario (núcleo) a los objetos con un diámetro 
entre 80-300 pixeles y una intensidad > 0,13 UA (rango de intensidad entre 0 - 1 
UA) a partir de las imágenes en azul. Posteriormente, se define como objeto 
secundario (contorno celular) al área circundante al objeto primario con una 
intensidad > 0,04 UA (Propagation), a partir de las imágenes en verde. A 
continuación se define como objeto terciario (citoplasma) al contorno celular sin el 
área del núcleo (literalmente, objetivo secundario – objetivo primario = objetivo 
terciario). Después sobre la imagen en azul, se acentúan las características de los 
objetos en forma de puntos de 15 pixeles y se genera una máscara que conserva 
únicamente los puntos que están presentes en el citoplasma. A partir de la 
máscara, se define como objeto cuaternario (amastigotes) a los objetos con un 
diámetro entre 4-18 pixeles y una intensidad > 0,07 UA. Posteriormente, se 
cuantifica el número de amastigotes presentes en cada citoplasma, manteniendo 
su relación de parentesco (parent-citoplasma y child-amastigote). Finalmente, se 
cuantifica el porcentaje de infección como el porcentaje de macrófagos infectados 
con al menos un parasito. Además, se cuantifica la carga parasitaria como el 
porcentaje de macrófagos infectados con un determinado número de parásitos, en 
rangos de 1 a 5, 6 a 10, 11 a 15 y >15 parásitos/macrófago. 
 
Extracción de proteína 
 
Extracción de proteína de corazón de rata wistar 
Se obtuvo el corazón de una rata wistar que fue sacrificada como un animal 
control de un experimento del grupo de neurofisiología de la Facultad de Medicina 
de la Universidad Nacional de Colombia, que amablemente cedió la estudiante 
Derly Viviana Vargas Lopez. El corazón se sumergió en HBS (HEPES 20mM, 
NaCl 140mM, KCl 5mM, Na2HPO4 0.75mM, pH: 7.12) con inhibidor de proteasas y 
se cortó en trozos finos de aproximadamente 1mm3, mantenidos sobre hielo. 
Después se realizó la lisis de acuerdo a cada buffer de lisis. RIPA Triton X-100 o 
RIPA NP-40 (1% NP-40 o Triton X-100(w/v), 0.5% Sodium deoxycholate (w/v), 
0.1% SDS (w/v), 0.004% Sodium Azide (w/v), NaCl 125mM in Tris-HCl 25mM, en 
presencia de inhibidores de proteasas): se maceró aproximadamente 1/5 del 
corazón en presencia de 1000µl de buffer RIPA, incubando 30 minutos sobre 
hielo. Después se centrifugó a 10000g durante 10 minutos a 4°C, tomando el 
sobrenadante. El precipitado fue resuspendido en 700µl de TBS (Tris-Cl 0.025M, 
NaCl 0.125M, pH: 8.0) o 300µl de buffer Laemli 2X (Tris-Cl 0.1M (pH: 6,8), DTT 
0.2M, SDS 4% (p/v), azul de bromofenol 0.2% (p/v), glicerol 40% (v/v)) caliente e 
incubando en agua hirviendo durante 5 minutos. Por último, los extractos se 
conservaron a -70°C. Saponina 0.2% en PBS (saponina 0.2% (p/v), NaCl 0.137M, 
KCl 2.68mM, Na2HPO4 8.1mM, KH2PO4 14.7mM, pH: 7.4): se maceró 
aproximadamente 1/5 del corazón en presencia de 1000µl de saponina 0,2%, 
incubando 5 minutos sobre hielo. Después se centrifugó a 10000g durante 10 
minutos a 4°C, tomando el sobrenadante. El precipitado fue resuspendido en 
700µl de TBS o 300µl de buffer Laemli 2X caliente e incubando en agua hirviendo 
durante 5 minutos. Por último, los extractos se conservaron a -70°C. Buffer Laemli 




incubando 5 minutos a 96°C y 5 minutos sobre hielo. Después se centrifugó a 
10000g durante 10 minutos a 4°C, tomando el sobrenadante. El precipitado fue 
resuspendido en 700µl de TBS o 300µl de buffer Laemli 2X caliente e incubando 
en agua hirviendo durante 5 minutos. Por último, los extractos se conservaron a -
70°C. Finalmente se determinó la concentración de proteína por el método de 
Bradford. 
 
Extracción de proteína de macrófagos U937 no infectados e infectados con 
Leishmania braziliensis 
Los macrófagos U937 se lavaron 2 veces con PBS y se lisaron con 500µl de buffer 
Laemli 2X caliente (96°C). Con ayuda de un scraper, se distribuyó el buffer de lisis 
por toda la superficie de la caja de Petri, removiendo los macrófagos de la 
superficie de cultivo. El proceso de lisis generó un extracto viscoso, el cual fue 
incubado en agua hirviendo durante 5 minutos y luego sobre hielo durante 5 
minutos. El extracto se pasó 12 veces por jeringa de tuberculina con aguja calibre 
21g. A continuación, se centrifugo a 10000g durante 10 minutos a 4°C, tomando el 
sobrenadante como el extracto de proteína de macrófago, el cual se almacenó a (-





Electroforesis de extracto de proteína total de corazón de rata Wistar 
Se desarrolló una electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de 
sodio (SDS-PAGE) usando un gel de agrupamiento del 4% y un gel de separación 
del 20%. Los geles se prepararon a partir de una solución stock de acrilamida 30% 
(p/v) con bisacrilamida 1% (p/v). La polimerización de los geles de agrupamiento y 
separación se llevó a cabo a temperatura ambiente durante 30 y 45 minutos, 
respectivamente y fueron almacenados en la oscuridad a 4°C durante toda la 
noche. Previo a la electroforesis, los extractos de proteína de corazón de rata 
Wistar y el extracto de proteína de yema de huevo (estándar de electroforesis) se 
mezclaron con buffer Laemli 2X y se incubaron en agua hirviendo durante 5min. 
Se cargaron 50µg de proteína total de cada extracto por carril y se corrió la 
electroforesis con refrigeración durante 2h a 200V (voltaje constante). 
 
La electroforesis se realizó simultáneamente por duplicado, tiñendo un gel para 
utilizarlo como control de carga; mientras el otro gel se transfirió para realizar el 
western blot de MT. 
 
Los geles a teñir se sumergieron en solución de fijación (isopropanol 25% (v/v), 
ácido acético 10% (v/v) en agua deionizada) durante 15 minutos a temperatura 
ambiente. Después fueron teñidos en Comassie G-250 (ácido acético 10% (v/v), 
Coomassie G-250 0.006% (p/v) en agua deionizada) durante 60 minutos a 
temperatura ambiente. Finalmente, los geles se almacenaron en solución de 






Los geles se fotografiaron en el documentador (Syngene Chemi Genius 2 Bio 
Imaging System) y las imágenes se analizaron con el software Image J 
cuantificando por densitometría la cantidad de proteína por carril en gel de los 
extractos de proteína de corazón de rata wistar en relación al extracto de proteína 
de yema de huevo. Finalmente, el valor determinado se denominó como 
densitometría de control de carga. 
 
Electroforesis de extracto de proteína total de macrófagos U937 no infectados e 
infectados con Leishmania braziliensis 
Se desarrolló una electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de 
sodio (SDS-PAGE) usando un gel de agrupamiento del 4% y un gel de separación 
del 15%. Los geles se prepararon a partir de una solución stock de acrilamida 30% 
(p/v) con bisacrilamida 1% (p/v). La polimerización de los geles de agrupamiento y 
separación se llevó a cabo a temperatura ambiente durante 30 y 45 minutos, 
respectivamente y fueron almacenados en la oscuridad a 4°C durante toda la 
noche. Previo a la electroforesis, los extractos de proteína de macrófagos U937 no 
infectados e infectados y el extracto de proteína de corazón de rata wistar soluble 
en buffer Laemli (estándar de electroforesis) se mezclaron con buffer Laemli 2X e 
incubaron en agua hirviendo durante 5min. Se cargaron 150µg de proteína total de 
cada extracto y 10µl de Marcador de peso molecular (precisión plus protein dual 
color standars –Bio Rad).La electroforesis se corrió con refrigeración a 200V 
(voltaje constante) hasta que el frente de corrida (azul de bromo fenol) llegara a 
1cm del final del gel. 
 
La electroforesis se realizó simultáneamente por duplicado, para teñir el primer gel 
posterior a la separación y utilizarlo como control de carga; mientras el segundo 
gel se transfiere para realizar el western blot de MT. 
 
Los geles a teñir se sumergieron en solución de fijación (isopropanol 25% (v/v), 
ácido acético 10% (v/v) en agua deionizada) durante 15 minutos a temperatura 
ambiente. Después fueron teñidos en Comassie G-250 (ácido acético 10% (v/v), 
Coomassie G-250 0.006% (p/v) en agua deionizada) durante 60 minutos a 
temperatura ambiente. Finalmente, los geles se almacenaron en solución de 
desteñido (ácido acético 10% (v/v) en agua deionizada) a 4°C durante toda la 
noche. 
 
Los geles se fotografiaron en el documentador (Syngene Chemi Genius 2 Bio 
Imaging System) y las imágenes se analizaron con el software Image J 
cuantificando por densitometría la cantidad de proteína por carril en gel de los 
extractos de proteína de macrófagos U937 control e infectados en relación al 
extracto de proteína de corazón de rata Wistar. Finalmente, el valor determinado 











Western blot de MT en extractos de proteína total de corazón de rata Wistar 
Los geles a transferir se sumergieron en agua deionizada durante 5 minutos y 
equilibrados en buffer de transferencia Towbin (Tris 25nM, Glicina 192M, metanol 
20%(v/v)) durante 5 minutos. Simultáneamente, la membrana de PVDF fue 
activada sumergiéndola en metanol durante 1 minuto y equilibrada en buffer 
Towbin durante 5 minutos. La transferencia se desarrolló con refrigeración en un 
Bio-rad aparatus gel a 200mA durante 1 hora. La membrana fue bloqueada con 
leche descremada 5% (p/v) en TBS durante 1 hora a temperatura ambiente con 
agitación constante y después fue recortada para inmunodetectar de modo 
independiente MT en los extractos de proteína de corazón de rata o IgY en el 
extracto de proteína de yema de huevo (Control positivo de inmunodetección). 
 
Para inmunodetectar MT, la membrana fue incubada con anticuerpo primario 
rabbit-α-MT (Santacruz: sc-11377) a una dilución 1:200, durante toda la noche a 
4°C con agitación constante. Después de 4 lavados con Tween 20 0,05% (v/v) en 
TBS, la membrana fue incubada con el anticuerpo secundario goat-α-rabbit-HRP 
(Santacruz: sc-2054) a una dilución 1:3000, durante 1hora a temperatura ambiente 
con agitación constante. Para inmunodetectar IgY, utilizada como control positivo 
de procedimiento de WB, la membrana fue incubada con anticuerpo primario 
Donkey-α-IgY-HRP (gallus inmunotech) a una dilución 1:1000, durante toda la 
noche a 4°C con agitación constante. Después de 4 lavados con Tween 20 0,05% 
(v/v) en TBS y 4 lavados con TBS, las dos membranas fueron reveladas con el kit 
Immun-Star HRP chemiluminiscent (Bio-Rad). Finalmente, las membranas fueron 
fotografiadas en el documentador (Syngene Chemi Genius 2 Bio Imaging System) 
adquiriendo imágenes cada 30 segundos durante 10 minutos. La señal de cada 
fotografía se adicionó a la anterior para aumentar la sensibilidad de la fotografía. 
 
Las fotografías se analizaron con el software Image J cuantificando por 
densitometría la señal de MT en los extractos de proteína de corazón de rata 
wistar en relación a la señal de IgY en el extracto de proteína de yema de huevo. 
El valor determinado se denominó como densitometría de MT. Finalmente, se 
calculó la densitometría de MT ajustada a la densitometría de control de carga 
para cada extracto de proteína de corazón de rata de la siguiente manera: 
 
[Densitometría de MT/ densitometría de control de carga] 
 
 
Western blot de MT en extractos de proteína total de macrófagos U937 no 
infectados e infectados con Leishmania braziliensis 
Los geles a transferir se sumergieron en agua deionizada durante 5 minutos y 
equilibrados en buffer de transferencia (towbin buffer) durante 5 minutos. 
Simultáneamente, la membrana de PVDF fue activada sumergiéndola en metanol 
durante 1 minuto y equilibrada en buffer de transferencia durante 5 minutos. La 
transferencia se desarrolló con refrigeración en un Bio-rad aparatus gel a 200mA 




TBS durante 1 hora a temperatura ambiente con agitación constante y después 
fue incubada con anticuerpo primario rabbit-α-MT (Santacruz: sc-11377) a una 
dilución 1:50, durante toda la noche a 4°C con agitación constante. Después de 4 
lavados con Tween 20 0,05% (v/v) en TBS, la membrana fue incubada con el 
anticuerpo secundario goat-α-rabbit-HRP (Santacruz: sc-2054) a una dilución 
1:3000, durante 1hora a temperatura ambiente con agitación constante. Después 
de 4 lavados con Tween 20 0,05% (v/v) en TBS y 4 lavados con TBS, la 
membrana fue revelada con el kit Immun-Star HRP chemiluminiscent (Bio-Rad). 
Finalmente, la membrana fue fotografiada en el documentador (Syngene Chemi 
Genius 2 Bio Imaging System) adquiriendo imágenes cada 30 segundos durante 
10 minutos. La señal de cada fotografía se adicionó a la anterior para aumentar la 
sensibilidad de la fotografía. 
 
Objetivo 3. Identificar la isoforma de Metalotioneína presente en macrófagos 
derivados de la línea celular U-937 infectados con Leishmania braziliensis. 
 
Cultivo de células Du145 
La línea celular de cáncer de próstata Du145 donada por el Dr. Paul Vernot se 
multiplicó a 37°C con atmósfera al 5% de CO2, en medio RPMI 1640 
suplementado con suero fetal bovino al 10% (v/v). Para monitorear el crecimiento 
celular, se incubó con tripsina EDTA durante 5min a 37°C para despegar las 
células adherentes y cuantificar la viabilidad por medio del método de exclusión 
del colorante azul de tripán al 0,4%. Para todos los experimentos se utilizaron 
cultivos con más del 90% de viabilidad. 
 
Extracción de RNA de Du145 
La línea celular DU145 se cultivó en una caja de cultivo T75 hasta alcanzar 
confluencia. Las células se lisaron con trizol y con ayuda de un scraper se 
distribuyó sobre toda la superficie de la caja, garantizando una lisis homogénea. 
Después se centrifugó en presencia de cloroformo y se recolectó la fase acuosa 
para iniciar el proceso de extracción con el kit RNeasy Qiagen. Finalmente, se 
evaluó la cantidad e integridad del RNA extraído por medio del nanodrop 9000 y 
una electroforesis en gel de agarosa al 1%. 
 
Extracción de RNA de macrófagos no infectados e infectados con 
Leishmania braziliensis 
La línea celular U937 se diferenció en caja de Petri de 100mm y se infectó como 
se mencionó anteriormente. Los macrófagos se lisaron con trizol y con ayuda de 
un scraper se distribuyó sobre toda la superficie de la caja, garantizando una lisis 
homogénea. Después se centrifugó en presencia de cloroformo y se recolectó la 
fase acuosa para iniciar el proceso de extracción con el kit RNeasy Qiagen. 
Finalmente, se evaluó la cantidad e integridad del RNA extraído por medio del 
nanodrop 9000 y una electroforesis en gel de agarosa al 1%. Este procedimiento 
se realizó 3 veces de manera independiente para macrófagos U937 no infectados 





RT-PCR de las isoformas de MT en macrófagos U937 no infectados e 
infectados con Leishmania braziliensis 
Las muestras de RNA fueron tratadas con DNAsa I (Invitrogen) de acuerdo al 
procedimiento suministrado por el productor. A continuación, se generó el cDNA 
con el kit SuperScript™ First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen) 
siguiendo las instrucciones del fabricante para la síntesis con oligo (dT) y 
omitiendo el tratamiento con RNAsa H. El cDNA se utilizó para realizar una PCR 
touchdown usando Platinum® Taq DNA Polymerase (0,05U/µl Invitrogen) y 
primers específicos para cada isoforma de MT publicados por Mididoddi, et al 
1996, a una concentración de 0,05µM cada uno. El termociclador Biorad C-100 fue 
programado con el siguiente perfil térmico: paso inicial a 95°C por 2 minutos, a 
95°C por 30 segundos, una temperatura de anillamiento inicial de 68°C por 30 
segundos y una temperatura de elongación de 72°C por 30 segundos. La 
temperatura de anillamiento disminuirá progresivamente cada cinco ciclos en un 
rango de 68 a 54°C, para un total de 40 ciclos de amplificación y un paso final de 
elongación a 72°C por 7 minutos. Los productos de PCR se corrieron en una 
electroforesis en gel de agarosa al 1,5% con bromuro de etidio y marcador de 
peso molecular ZR 100 bp DNA Marker™ (zymo research). Cada reacción tiene un 
control positivo (no aplica para MT1B) con cDNA plantilla de Du-145 y un control negativo sin 
cDNA plantilla. Este procedimiento se realizó de manera independiente para cada muestra 
de RNA extraída, ósea 3 veces de manera independiente para macrófagos U937 no 
infectados e infectados con Leishmania braziliensis, respectivamente. 
 
 
Objetivo 4. Diseñar 4 constructos de silenciamiento específicos para las 
isoformas de Metalotioneína presentes en macrófagos derivados de la línea 
celular U-937 infectados con Leishmania braziliensis  
 
 
Diseño de shRNAs para las isoformas de metalotioneína expresadas en 
macrófagos derivados de la línea celular U-937 infectados con Leishmania 
braziliensis 
Se realizó un alineamiento múltiple de las secuencias de mRNA de la MT1E 
(gi|83367074|), MT1F (>gi|194097399|), MT1G (>gi|10835229|), MT1X 
(>gi|194239656|) y MT2A (>gi|205277384|) por medio del software CLC Main 
Workbench.6.7. A partir de este alineamiento se obtuvo una secuencia consenso y 
se seleccionó el segmento continuo con 60% o más de conservación de la 
identidad entre las isoformas de MT alineadas. Este segmento consenso se utilizó 
como el blanco de silenciamiento por medio del servicio web BLOCK-iTTM RNAi 
Designer, de Life technologiesTM 
(http://rnaidesigner.lifetechnologies.com/rnaiexpress/insert.do). Se seleccionaron 
los shRNA con menos de 3 mRNAs blancos indeseados. Simultáneamente, se 
diseñaron shRNAs específicos para cada isoforma de MT (MT1E, MT1F, MT1G, 









Para la determinación de la concentración de Zn para inducir expresión de MTs en 
macrófagos se realizó una ANOVA y comparaciones múltiples de Tukey.  Para la 
evaluación de la Inducción de Metalotioneína por ZnSO4, Metalotioneína en 
macrófagos U937 no infectados e infectados con Leishmania braziliensis y 
Western blot de MT en extractos de proteína total de macrófagos U937 no 
infectados e infectados con Leishmania braziliensis, se realizó un análisis no 
paramétrico de Kruskal Wallis y Comparaciones múltiples de Kruskal. Todos los 





Determinación de la concentración de Zn para inducir expresión de MTs en 
macrófagos 
 
Diferentes investigaciones han reportado que las MTs 1 y 2 son inducidas por la 
presencia de Zn, ya que estas MTs presentan elementos de respuesta a metales 
(MREs) en su región promotora, sobre la cual se acoplan factores de transcripción 
unidos a Zn. Con el fin de utilizar la inducción de metalotioneina por incubación 
con Zn como un control positivo de expresión, inicialmente se evaluó qué 
concentraciones de Zn alteran la viabilidad de los macrófagos U937. Para 
responder a esta pregunta, los macrófagos U937 fueron expuestos a Zn en un 
rango de concentración de 0-400µM durante 24 horas a 37°C con atmósfera al 5% 
de CO2, evaluando su viabilidad por el método de Hoechts y PI. Como resultado, 
se determinó que los tratamiento de saponina 0,2% y Zn en concentraciones 
superiores a 100µM disminuyen la viabilidad de los macrófagos U937 de manera 
significativa (Figura 1, ANOVA P<0,05, Tukey P<0,05 para saponina0,2%, Zn 
125µM, 150µM, 200µM y 400µM, respecto a Zn 0µM), por lo que concentraciones 
menores o iguales a 100µM pueden utilizarse como inductor de metalotioneína sin 
afectar la viabilidad del cultivo de macrófagos U937. 
 
Inducción de Metalotioneína por ZnSO4 
 
Con el fin de evaluar el efecto del Zn sobre la expresión de Metalotioneína en 
macrófagos U937, se desarrolló una inmunocitoquímica sobre macrófagos U937 
incubados con 0, 50 y 100µM de ZnSO4 durante 24 horas a 37°C con atmosfera al 
5% de CO2. La inmunocitoquímica mostró que la metalotioneína se encuentra 
distribuida en el núcleo y el citoplasma de macrófagos control (Zn 0). De igual 
modo, esta distribución nuclear y citoplasmática se conserva en los macrófagos 
incubados con Zn 50 o 100 µM. Finalmente, la cuantificación de la intensidad de 
fluorescencia de MT muestra que los macrófagos U937 incubados con Zn 50µM y 
100µM disminuyen significativamente la expresión de MT en comparación con los 
macrófagos U937 control (Kruskal Wallis P<0,05, KruskalCM P<0,05 para los 
macrófagos U937 incubados con Zn 50µM y 100µM, respecto a los macrófagos 




que los macrófagos tratados con Zn 50µM o 100µM no revelan diferencias entre sí 
(KruskalCM P>0,05), mientras ambos poseen menor intensidad de fluorescencia 
de MT en comparación con los macrófagos control (figura 2). 
 
Los controles negativos utilizados muestran que la reactividad cruzada del 
anticuerpo secundario genera mayor ruido de fondo en la intensidad de 
fluorescencia de MT (618nm) en comparación con la autofluorecencia de la 
muestra sobre la misma longitud de onda (KruskalCM P<0,05). Así mismo, la 
intensidad de fluorescencia de MT en macrófagos U937 tratados con Zn 0, 50 y 
100µM, es significativamente mayor respecto al control de reactividad cruzada del 
anticuerpo secundario (Kruskal wallis P<0,05, KruskalCM P<0,05). 
 
Metalotioneína en macrófagos U937 no infectados e infectados con 
Leishmania braziliensis. 
 
Se desarrolló una inmunocitoquímica para evaluar el efecto de la infección por 
Leishmania braziliensis sobre la expresión de metalotioneína en macrófagos 
U937, teniendo en cuenta la localización subcelular y la intensidad de la 
fluorescencia. La inmunodetección muestra que la MT está presente en el núcleo y 
el citoplasma de los macrófagos no infectados, conservando esta localización 
subcelular a lo largo de las 72h de estudio (Figura 3). 
 
En los macrófagos U937 infectados (figura 4), se observa que la metalotioneína 
conserva la distribución nuclear y citoplasmática que se observó en los 
macrófagos U937 no infectados. Sin embargo, se observa que alrededor de los 
kinetoplastos de los parasitos se concentra una mayor intensidad de β-tubulina, 
diferente a la observada en las regiones del citoplasma donde no hay 
kinetoplastos. De igual modo, al observar el panel de MT, se observa el mismo 
patrón, en el cual coincide una mayor intensidad de MT alrededor de los 
kinetoplastos. Este patrón de mayor intensidad de MT y β-tubulina alrededor de los 
kinetoplastos lo definiremos como fenotipo tipo vesicular. 
 
El fenotipo tipo vesicular se caracteriza por generar un gradiente de la intensidad 
de β-tubulina, siendo de intensidad alta sobre los kinetoplastos de los parasitos, de 
intensidad media alrededor de éstos, y de intensidad baja en los lugares donde no 
hay kinetoplastos (Figura 5). Este cambio gradual de la intensidad de β-tubulina 
respecto a la ubicación del kinetoplasto produce un patrón circular, el cual se 
observa frecuentemente sobre los kinetoplastos dentro del citoplasma de los 
macrófagos U937 infectados. El patrón similar a vesícula también se observa en la 
inmunodetección de MT, sin embargo este es menos claro, debido a que la MT 
alcanza su mayor intensidad alrededor de kinetoplasto y no puntualizándose sobre 
él, mientras la intensidad de MT es baja en los lugares donde no hay kinetoplastos 
(Figura 5). De igual modo, la MT adquiere un patrón granular, el cual se observa 
en lo que posiblemente corresponde al cuerpo del parasito dentro del citoplasma 





Con el fin de generar un resultado más preciso respecto a la intensidad de 
fluorescencia de MT, por medio del software cell profiler se cuantificó la intensidad 
de fluorescencia de MT de los macrófagos U937 no infectados e infectados con 
Leishmania braziliensis a las 0, 24, 48 y 72 horas post-infección (Figura 8, panel 
A). La cuantificación reveló que la intensidad de fluorescencia de MT presenta un 
comportamiento similar en macrófagos U937 no  infectados e infectados, con el 
mayor valor a las 0 horas post-infección, seguido de una disminución significativa 
a las 24h (KruskalCM P<0,05; Tabla 7 y 8) y manteniendo su nivel durante las 48h 
y 72 horas post-infección (Figura 8, panel A).  
 
La comparación entre macrófagos U937 no infectados e infectados con 
Leishmania braziliensis a las 0, 24, 48 y 72 horas post-infección revelo que 
presentan diferencias significativas en valores de intensidad de fluorescencia de 
MT (Kruskal Wallis P<0,05), siendo los tratamientos 0 y 24 horas post-infección los 
responsables de las diferencias (KruskalCM P<0,05; Tabla 1), en los cuales los 
macrófagos no infectados a las 24 horas post-infección presentan mayor 
intensidad de fluorescencia de MT que los macrófagos infectados con Leishmania 
braziliensis a las 24 horas post-infección (Figura 8, panel A). 
 
Durante la inmunocitoquímica se emplearon dos controles negativos (C-) que 
evalúan la intensidad de fluorescencia de MT producto de la reactividad cruzada 
del anticuerpo conjugado α-Rabbit-AF594. En otras palabras, determinan el ruido 
de fondo de la técnica empleada. La intensidad de fluorescencia de MT de los 
macrófagos U937 no infectados (C-) e infectados (C-) con Leishmania braziliensis 
a las 0, 24, 48 y 72 horas post-infección es significativamente diferente, siendo de 
casi 3 veces menos a la obtenida por los macrófagos U937 no infectados e 
infectados con Leishmania braziliensis a las 0, 24, 48 y 72 horas post-infección, 
respectivamente (Kruskal Wallis P<0,05; KruskalCM P<0,05; Figura 6, 7 y 8 panel 
A, B y C; Tabla 2 y 3). 
 
Dado que la cuantificación de la intensidad de fluorescencia de MT por macrófago 
solo muestra diferencias entre los macrófagos U937 no infectados e infectados a 
las 0 y 24 horas post-infección, siendo menor en los macrófagos U937 infectados 
con Leishmania braziliensis a las 24 horas post-infección que en los macrófagos 
U937 no infectados 24 horas post-infección, presumimos que el fenotipo tipo 
vesicular es producto de una redistribución de la MT y no de un aumento en su 
expresión. Con el fin de evaluar esta hipótesis, realizamos la cuantificación de la 
intensidad de fluorescencia de MT en núcleo y en citoplasma de manera 
independiente (Figura 8, panel B y C). 
 
La cuantificación a nivel celular, nuclear y citoplasmático presenta un 
comportamiento similar en dinámica de expresión en macrófagos U937 no 
infectados e infectados, con el mayor valor a las 0 horas post-infección, seguido 
de una disminución significativa a las 24h (KruskalCM P<0,05; Tabla 9, 10, 11, 12) 
y manteniendo su nivel durante las 48h y 72 horas post-infección. Adicionalmente, 
los valores netos de intensidad de fluorescencia de MT en núcleo entre 




presentan diferencias significativas al realizar las comparaciones pareadas al 
mismo tiempo post-infección (KruskalCM P>0,05; tabla 4). Por el contrario, los 
macrófagos U937 no infectados e infectados con Leishmania braziliensis a las 0, 
24, 48 y 72 horas post-infección presentan diferencias significativas en los valores 
de intensidad de fluorescencia de MT en el citoplasma (Kruskal Wallis P<0,05), 
siendo los tratamientos entre 0 y 24 horas post-infección los responsables de las 
diferencias (KruskalCM P<0,05; Tabla 5), en los cuales los macrófagos no 
infectados a las 24 horas post-infección presentan mayor intensidad de 
fluorescencia de MT en el citoplasma que los macrófagos infectados con 
Leishmania braziliensis a las 24 horas post-infección. Por último, es claro que la 
MT tiene un nivel de expresión mayor a nivel nuclear a lo largo del estudio en 
comparación con el nivel citoplasmático, tanto para los macrófagos no infectados, 
como para los macrófagos infectados (Figura 8, panel B y C). 
 
A partir de la cuantificación de la intensidad de fluorescencia a nivel nuclear y 
citoplasmático de los macrófagos U937 no infectados e infectados a las 0, 24, 48 y 
72 horas post-infección, se evaluó la razón matemática entre la intensidad nuclear 
y citoplasmática (intensidad de fluorescencia de MT en el núcleo/intensidad de 
fluorescencia de MT en el citoplasma) a lo largo del estudio con el fin de identificar 
cambios en la proporción de la intensidad de fluorescencia entre estos 
compartimentos (Figura 8, panel D). Los macrófagos U937 no infectados e 
infectados tienen un comportamiento similar en cuanto a la razón a lo largo del 
estudio, teniendo una disminución a las 24 horas post-infección, manteniendo la 
proporción estable entre las 24 y 48 horas post infección; y presentando un 
aumentoa las 72 horas post-infección. La razón muestra que los macrófagos U937 
no infectados e infectados con Leishmania braziliensis a las 0, 24, 48 y 72 horas 
post-infección presentan diferencias significativas (Kruskal Wallis P<0,05), siendo 
los tratamientos de 72 horas post-infección los responsables de las diferencias 
(KruskalCM P<0,05; Tabla 6), en los cuales los macrófagos no infectados a las 72 
horas post-infección presentan un mayor valor de la razón, alcanzando los valores 
iniciales de 0 horas post-infección; mientras los macrófagos infectados con 
Leishmania braziliensis a las 72 horas post-infección no alcanzan los valores 
iniciales de 0 horas post-infección. 
 
La cuantificación de intensidad de fluorescencia de MT entre los macrófagos U937 
no infectados e infectados muestran diferencias significativas a nivel celular y 
citoplasmático durante las 0 y 24 horas post-infección, en los cuales los 
macrófagos U937 no infectados presentan mayor intensidad de fluorescencia de 
MT que los macrófagos U937 infectados con Leishmania braziliensis. A partir de 
esta observación, presumimos que el fenotipo tipo vesicular está relacionado con 
la redistribución de MT en el citoplasma de los macrófagos infectados, teniendo 
efecto sobre la intensidad de fluorescencia de MT a las 24 horas post-infección. 
Con el fin de responder esta inquietud, cuantificamos el porcentaje de los 
macrófagos que presentaban el fenotipo tipo vesicular a lo largo del tiempo de 
estudio (Figura 8, panel E). El resultado reveló que el fenotipo tipo vesicular solo 
se encuentra en los macrófagos U937 infectados con Leishmania braziliensis, con 




presentar diferencias significativas entre los macrófagos U937 infectados con 
Leishmania braziliensis a las 24, 48 y 72 horas post-infección (KruskalCM P>0,05); 
siendo un valor cercado al 23% a las 24h post-infección y un valor cercano al 33% 
a las 48h y 72h post-infección. 
 
Esta diferencia del fenotipo tipo vesicular entre los macrófagos infectados a 
medida que avanza el tiempo de infección puede ser producto de un cambio en las 
variables de infección como el porcentaje de infección y la carga parasitaria a 
medida que avanza el tiempo de infección. Para evaluar esta hipótesis, 
cuantificamos el porcentaje de infección y la carga parasitaria de los macrófagos 
retados con Leishmania braziliensis a las 24, 48 y 72h post-infección (Figura 8, 
panel F). Los resultados mostraron que el 35-40% de los macrófagos se encuentra 
infectado con al menos 1 parasito a las 24, 48 o 72h. Además, revelo que la carga 
parasitaria más frecuente es de 1 a 5 parásitos por macrófago, siendo de 20-26% 
de los macrófagos evaluados, Mientras la carga parasitaria de >15 parásitos por 
macrófago es de un 5-7% de los macrófagos evaluados. De modo general, los 
tiempos post-infección no presentan diferencias significativas en la magnitud de 
las frecuencias de carga parasitaria (KruskalCM P>0,05). 
 
 
Western blot de MT en extractos de proteína total de corazón de rata wistar 
 
Según lo reportado por el productor del anticuerpo rabbit-α-MT (Santacruz: sc-
11377), la proteína de corazón de rata funciona como un control positivo de 
inmunodetección de MT. A partir de esta información, queríamos saber qué 
método de extracción de proteína total permite obtener una inmunodetección 
óptima de MT, en términos de señal y resolución de banda. Para responder esta 
pregunta, se extrajo la proteína de corazón de rata con cuatro buffers de 
extracción diferentes: saponina 0.2%, buffer laemli 2X, buffer RIPA NP40 y buffer 
RIPA triton X-100. Cada extracto de proteína se utilizó para realizar WB de MT y 
una electroforesis en gel de poliacrilamida al 20% (Figura 9, panel A y B, 
respectivamente). El western blot de la proteína estándar de inmunodetección 
(IgY) demostró que la señal varía para cada membrana, por lo que no se puede 
realizar una comparación directa de la señal obtenida por cada uno de los 
extractos. Para solucionar esta disparidad, las señales de inmunodetección de MT 
se normalizaron de acuerdo a la señal obtenida por la inmunodetección de IgY en 
cada membrana. Adicionalmente, se normalizo la cantidad de proteína en gel de 
cada extracto de acuerdo a la cantidad de proteína en gel de IgY para utilizar 
como control de buffer de carga. Finalmente, se cuantifico la densitometría 
ajustada entre la señal de inmunodeteccion de MT normalizada y la cantidad de 
proteína en gel normalizada (Figura 9, panel C), revelando que los extractos 
soluble e insoluble en buffer Laemli son los que generan mayor señal de MT. Sin 
embargo, el extracto soluble en buffer Laemli tiene una resolución de banda 
óptima para la inmunodeteccion de MT, mientras el extracto insoluble en buffer 






Western blot de MT en extractos de proteína total de macrófagos U937 no 
infectados e infectados con Leishmania braziliensis 
 
Con el fin de evaluar la dinámica de expresión de MT de los macrófagos U937 
control e infectados, se realizó un western blot de MT sobre el extracto de proteína 
total de macrófagos soluble en buffer Laemli (Figura 10, panel A). Como control 
positivo se utilizó el extracto de proteína de corazón de rata wistar soluble en 
buffer laemli, como lo determino el anterior experimento. El western blot reveló que 
la proteína inmunodetectada en el extracto de proteína de corazón de rata wistar 
posee un peso molecular de 15kDa aproximadamente. Sin embargo, no se 
evidenció inmunodetección en ningún extracto de macrófago U937 no infectado, ni 
infectado con Leishmania braziliensis, en ningún tiempo post-infección. Este 
resultado puede ser producto de diferencias en la cantidad de proteína en gel de 
los extractos de macrófagos respecto al extracto de corazón de rata wistar. Para 
descartar esta posibilidad, la electroforesis se realizó por duplicado, en donde un 
gel se utilizó para el western blot, mientras el otro se tiñó con commasie G-250 
para determinar la cantidad de proteína en gel de cada extracto (Figura 10, panel 
B). A partir de la electroforesis, se cuantificó por densitometría la cantidad de 
proteína en gel de cada extracto de proteína de macrófago U937 no infectado e 
infectado respecto al extracto de proteína de corazón de rata (Figura 10, panel C). 
La densitometría revela que el extracto de macrófago U937 no infectado a 72 
horas post-infección tiene aproximadamente 40% menos cantidad de proteína en 
gel respecto al extracto de corazón de rata wistar, siendo una diferencia 
significativa (Kruskal Wallis P<0,05; KruskalCM P<0,05), . Los extractos restantes 
de macrófago U937 no infectados e infectados no presentan diferencias 
significativas en la cantidad de proteína en gel, respecto al extracto de corazón de 
rata wistar (KruskalCM P>0,05). Finalmente, la falta de inmunodetección sobre los 
extractos de proteína de macrófagos U937 impide evaluar la dinámica de 
expresión de MT por WB. 
 
 
RT-PCR de las isoformas de MT en macrófagos U937 no infectados e 
infectados con Leishmania braziliensis 
 
Las pruebas inmunológicas (inmunocitoquímica y western blot) arrojaron 
resultados contradictorios, pero puede ser producto del anticuerpo utilizado, el cual 
es óptimo para identificar epítopes bajo las condiciones de inmunocitoquímica y no 
bajo las condiciones del western blot. Aun así, la inmunocitoquímica sugiere de 
manera efectiva la presencia de la proteína metalotioneina en macrófagos U937 
no infectados e infectados por Leishmania braziliensis. La particularidad del 
anticuerpo utilizado es que no diferencia entre las isoformas de MT, por lo que no 
se conoce cuál de las isoformas es la que se evidencia en los macrófagos U937. 
Para conocer qué isoformas se expresan a nivel de mRNA en los macrófagos 
control e infectados, se realizó una RT-PCR con primers específicos para cada 
isoformas de MT (MT1A, MT1B, MT1E, MT1F, MT1G, MT1H, MT1X, MT2A, MT3 





La RT-PCR muestra que los macrófagos U937 control e infectados expresan las 
mismas isoformas de MT, siendo MT1E, MT1F, MT1G, MT1X y MT2A. Las bandas 
de menos de 100pb presumiblemente son oligomerizaciones de los primers, como 
se evidencia en el control negativo de la MT1X. 
 
 
Diseño de shRNAs para las isoformas de metalotioneína expresadas en 
macrófagos infectados con Leishmania braziliensis 
 
Para el diseño de los shRNAs se plantearon 2 estrategias con el fin de aumentar 
el potencial de éxito del diseño. La primera contempló un alineamiento múltiple 
entre las secuencias de mRNA de MT1E, MT1F, MT1G, MT1X y MT2A. A partir de 
este alineamiento se seleccionó un segmento de 214 nucleótidos (nt) de la 
secuencia consenso que tenían 60% o más de conservación de la identidad entre 
las secuencias alineadas. Este segmento se utilizó como la secuencia blanco del 
silenciamiento para el diseño los shRNAs, de los cuales se seleccionaron los que 
menos mRNAs blanco indeseados generaran (Figura 12). 
 
La segunda estrategia diseña los shRNA específicamente para cada isoforma de 
MT de interés. No obstante, con esta estrategia no se obtuvieron shRNAs 
específicos contra las isoformas MT1G y MT1X, ya que las secuencias de estas 
isoformas son muy similares a las demás isoformas de MT. Para las isoformas 





Las metalotioneinas (MTs) son proteínas de bajo peso molecular (6-7kDa) 
compuestas de 61-62 aminoácidos organizados estructuralmente en 2 dominios 
globulares de unión a metales. El dominio α C-terminal tiene 11 cisteínas y el 
dominio β N-terminal contiene 9 cisteínas. El alto contenido de cisteína le permite 
unirse a diferentes metales, como zinc, cadmio o cobre in vivo, pero también 
puede encontrarse en su estado no asociado a metales conocido como 
apometalotioneina [20-22, 56, 59-61]. 
 
En humanos se han descrito 10 isoformas, MT1 (MT1A, MT1B, MT1E, MT1F, 
MT1G, MT1H, MT1X), MT2 (MT2A), MT3 y MT4. Las MT1 y MT2 son ubicuamente 
expresadas, mientras las MT3 está restringida al cerebro y la MT4 se expresa en 
células de epitelio escamoso de piel y lengua. Además, las MT3 y MT4 son 
constitutivamente expresadas, mientras las MT1 y MT2 son basalmente 
expresadas y altamente inducibles por metales, hormonas, citoquinas, oxidantes, 








Determinación de la concentración de Zn para inducir expresión de MTs en 
macrófagos 
 
Las MT1 y MT2 son inducidas por diferentes metales pesados como Zn, Cd, Hg, 
Cu y Bi, gracias al factor de transcripción sensible a zinc MTF-1 y a los elementos 
de respuesta a metales (MREs) ubicados corriente arriba de la región codificante. 
No obstante, la concentración requerida para inducir las MTs y el tiempo necesario 
para aumentar la transcripción varía de acuerdo al metal inductor, siendo el Zn y el 
Cd los inductores más potentes de la transcripción y síntesis de proteínas [21, 22, 
59-61]. 
 
Aumentar la concentración de Zn extracelular en el medio de cultivo es un 
procedimiento que permite inducir la expresión de MT. No obstante, el aumento de 
Zn debe mantenerse por debajo de la concentración que genere citotoxicidad, ya 
que excesivas cantidades de zinc alteran el metabolismo de proteínas, DNA, 
inhibe la síntesis de RNA, afecta la integridad de membrana y produce muerte 
celular. La concentración citotóxica de Zn puede variar de acuerdo a la 
metodología y al tipo de línea celular empleada, sin embargo para diferentes 
ensayos in vitro con líneas celulares y células primarias de rata, ratón y humano, 
la concentración citotóxica de Zn oscila entre 100µM y 200µM de Zn [73-89]. 
 
Concentraciones de Zn superiores a 100µM comprometen la permeabilidad de 
membrana de los macrófagos U937, mostrando que las concentraciones de Zn 
evaluadas tienen un efecto citotóxico a partir de 125µM (Figura 1). Estos 
resultados, concuerdan con los reportados por Bülow et al, 2005; en los cuales se 
muestra que la permeabilidad de membrana no se altera por la incubación con Zn 
entre 10µM-150µM durante 24h, sobre la línea celular Mono Mac1 y monocitos de 
aislamiento primario. A partir de este resultado, se concluye que los macrófagos 
U937 pueden incubarse con Zn en concentraciones menores o iguales a 100µM 
sin sufrir algún efecto citotóxico que comprometa la permeabilidad de la 
membrana. 
 
Inducción de Metalotioneína por ZnSO4 
 
Como se mencionó anteriormente, la mayoría de las células inducen la síntesis de 
MTs en respuesta a la incubación con Zn. Este cambio en la expresión de la MT 
inducido por el Zn ha sido demostrado en diferentes modelos celulares, utilizando 
técnicas como northern blot [73, 90, 91], RT-PCR [76, 77, 90, 93, 94] y qPCR [78, 
92, 94]  para evaluar el nivel de mRNA, o el método de saturación con plata [19, 
76], saturación con cadmio [86], cromatografía [74, 75], RIA (Radio inmuno 
ensayo) [77, 90], ELISA (Ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas) [91], 
western blot [93] e inmunocitoquímica [79, 92, 94] para evaluar el nivel de la 
proteína Metalotioneína. 
 
En este estudio, se empleó la técnica inmunocitoquímica para evaluar los niveles 
de expresión de MTs en macrófagos U937 incubados con Zn 0, 50 y 100µM. Los 




los macrófagos U937 (Figura 2). Esta falla en la inducción de MT puede ser 
específica de la línea celular, en la cual los genes de las MT este regulados 
negativamente, o incluso el factor de transcripción MTF-1 esté ausente [84]. Sin 
embargo, otras razones diferentes al genoma de la línea celular pueden explicar la 
falla en la inducción de MT, como la inducción de MT por PMA o el efecto del 
suero fetal bovino sobre el Zn. 
 
Los esteres de forbol como el PMA son utilizados sobre las células U937 para 
inducir la diferenciación a macrófago [95-97]. El PMA activa la PKC, modulando la 
respuesta genética y activando la producción de ROS a través de la NADPH oxido 
reductasa. Las ROS producidas por acción del PMA inducen la transcripción de 
MT por medio de los AREs ubicados corriente arriba. Por lo anterior, el PMA es 
catalogado como un inductor de las MTs [98-100]. La incubación de las células 
U937 con PMA a 100ng/ml durante 5 días para inducir la diferenciación a 
macrófago también podría generar un aumento en la expresión de MT hasta 
alcanzar niveles asintóticos de la expresión, ya que la concentración y el tiempo 
de incubación con PMA son mayores a los reportados en otras publicaciones [98-
100]. Adicionalmente, la inmunocitoquímica no es la técnica más adecuada para 
detectar los cambios de expresión de MT en la incubación con Zn durante 24h, 
porque la vida media de la proteína MT se encuentra entre 20-38h en presencia de 
zinc [101-105]. Por lo anterior, la inmunocitoquimica estaría cuantificando aun el 
máximo de expresión de MT inducido por el PMA y no las diferencias por la 
incubación con Zn. 
 
Otra explicación a la falla de inducción de MT por la incubación con Zn es el 
secuestro de Zn por parte de las proteínas y componentes del medio de cultivo [82, 
85]. La concentración de zinc disponible es de dos a tres órdenes de magnitud 
menor que el zinc agregado en diferentes medio de cultivo [82]. A partir de esta 
referencia, se estimaría que los macrófagos U937 estuvieron expuestos a 
concentraciones de zinc disponible entre 100-1000nM, incapaces de generar la 
inducción de la MT. 
 
Cualquiera sea la explicación a la falla de inducción de MT por la incubación con 
Zn, es necesario de experimentos adicionales para corroborar estas explicaciones. 
Aun así, es claro que durante las 24h de evaluación, la expresión de MT en los 
macrófagos U937 tratados con Zn 50 y 100µM es menor que en los macrófagos 
U937 tratados con Zn 0µM. por lo anterior, se descartó el tratamiento de 
macrófagos U937 con Zn como control positivo de expresión de MT. 
 
Metalotioneína en macrófagos U937 no infectados e infectados con 
Leishmania braziliensis. 
 
Los macrófagos infectados por Leishmania modifican su expresión genética de un 
modo sorprendente, ya que se encuentran en una interacción de señales 
contrastantes. El macrófago que es una célula del sistema especializada en 
identificar y eliminar agentes patógenos, emplea todas sus herramientas para 




señalización del macrófago modulando la expresión de genes que permitan su 
supervivencia intracelular y eviten a toda costo su eliminación [9-13]. 
 
Investigaciones sobre expresión genética de macrófagos infectados por diferentes 
especies de Leishmania en diferentes modelos celulares, han identificado a las 
MTs como genes modulados positivamente durante la infección, implicándolas en 
el proceso. Sin embargo, estos estudios de expresión genética no han validado la 
presencia de MT a nivel de proteína durante la infección  [14-18]. 
 
La inmunocitoquímica de MT en macrófagos U937 no infectados revelo que la MT 
posee una distribución nuclear y citoplasmática (Figura 3). Los macrófagos U937 
infectados con Leishmania braziliensis también presentan una distribución nuclear 
y citoplasmática de MT, además de exhibir un fenotipo tipo vesicular sobre los 
kinetoplastidos de los parásitos que alberga en su citoplasma (Figura 4 y 5). Las 
inmunocitoquimicas de MT reportadas en la bibliografía se han realizado 
generalmente sobre tejidos, como muestras patológicas, en donde no es fácil 
realizar una diferenciación de estructuras subcelulares [106-109]. Además, estos 
reportes no han evaluado la MT en el contexto de macrófagos infectados con 
Leishmania, por lo que es difícil comparar los resultados con otros estudios 
inmunocitoquimicos. No obstante, los resultados muestran que la MT tiene una 
distribución nuclear y citoplasmática a los largo de las 72h de estudio de la 
infección, concordando con la distribución de MT reportada por la bibliografía [20-
22, 59-61].  
 
Interesantemente, el fenotipo tipo vesicular de MT se presenta en macrófagos 
U937 infectados por Leishmania braziliensis, y aumenta ligeramente en los 
tiempos de infección evaluados, sugiriendo que la MT está involucrada en el 
proceso de infección (Figura 8, panel E). Evaluar la presencia del fenotipo tipo 
vesicular de MT en tiempos de infección menores y mayores a los evaluados 
puede dar un indicio del origen en el tiempo de la posible función que desempeñe 
la MT durante la infección. Ademas, el aumento de la intensidad de fluorescencia 
de MT alrededor de los kinetoplastos sugiere un aumento de la proteína en la 
cercanía del parasito. La ubicación de la MT puede ser exterior, interior o en la 
membrana de la vacuola parasitofora. Pero experimentos adicionales son 
necesarios para dilucidar su ubicación de manera más precisa.  
 
El aumento de MT en la cercanía del parasito sugiere que está efectuando alguna 
de sus funciones, en las cuales pueda favorecer o limitar la supervivencia del 
parasito al interior del macrófago. Por ejemplo, puede actuar como antioxidante 
sobre ROS producidas para eliminar el parasito o para preservar los organelos del 
macrófago durante el estallido respiratorio. Esta función antioxidante también 
podría proteger el ADN, tanto del parasito como del macrófago, ante la producción 
de ROS. Asimismo, las MT podrían secuestrar o liberar zinc, alterando la 
concentraciones intracelulares de este metal que pueden modificar las función de 
las fosfatasas de tirosina (PTP) como SHP-1, alterando la producción de NO. De 
igual modo, la alteración del zinc intracelular puede limitar la supervivencia del 




respuesta de genes bajo la influencia de NF-KB, como TNFα, INFα e IL-6 [19-25, 
71]. 
 
El fenotipo tipo vesicular también se observó en la inmunodeteccion de β-tubulina, 
en donde este componente del citoesqueleto presenta mayor fluorescencia sobre 
y alrededor de los kinetoplastos de los parasitos (Figura 4 y 5). Otras 
investigaciones sobre macrófagos infectados por Leishmania han mostrado un 
fenotipo similar, en el cual la β-tubulina rodea los kinetoplastos generando un 
patrón en forma de halo [110-112]. Sin embargo, el enriquecimiento puntual sobre 
el kinetoplasto solo se observa en estos resultados. Esta diferencia puede ser 
producto del pobre desempeño que tiene el anticuerpo contra β-tubulina utilizado 
(sc-5274), el cual no genera un patrón de citoesqueleto reticular similar a los 
reportados [110, 113]. El anticuerpo α- β-tubulina utilizado (sc-5274) genera una 
definición difusa del área celular, con mayor intensidad de fluorescencia sobre el 
núcleo y los kinetoplastos (Figura 3 y 6) 
 
La inmunocitoquímica de esta investigación muestra que la expresión de MT en 
macrófagos U937, núcleo y citoplasma varía durante el tiempo de cultivo de modo 
independiente a la infección (Figura 8, panel A, B y C; tabla 7, 9 y 11), 
presentando una disminución hasta las 24h post-infección. Posterior a las 24hr 
post-infección, los niveles de MT se mantienen constantes. Este descenso en la 
intensidad de fluorescencia de MT durante las primeras 24h post-infección puede 
ser producto de retirar el PMA de los macrófagos U937. Como se mencionó 
anteriormente, el PMA es un inductor de MT, por lo que su ausencia puede 
generar una disminución en la expresión de MT en macrófagos U937. 
 
Otro resultado de la inmunocitoquímica muestra que la expresión de MT en 
macrófagos U937 y en su citoplasma, es disminuida por la infección de 
Leishmania braziliensis a las 24h post-infección, respecto a los macrófagos U937 
no infectados (Figura 8, panel A y C, Tabla 1 y 5). Por el contrario, los otros 
tiempos post-infección no presentan diferencias en la expresión de MT entre los 
macrófagos U937 no infectados e infectados, igualmente en su citoplasma (Figura 
8, panel A y C, Tabla 1 y 5). Este resultado sugiere que el efecto de la infección 
sobre la expresión de MT está confinado a las primeras 24 horas post-infección. 
 
La razón de la intensidad de fluorescencia de MT entre núcleo y citoplasma en 
macrófagos U937 también varía durante el tiempo de cultivo de modo 
independiente a la infección (Figura 8, tabla 13). No obstante, al comparar la razón 
entre macrófagos U937 no infectados e infectados con Leishmania braziliensis se 
observa que la infección afecta la razón a las 72h post-infección (Figura 8, panel 
D; tabla 6). Este resultado sugiere que la infección también afecta la expresión de 
MT alrededor de las 72h post-infección. 
 
En conjunto, estos resultados sugieren que la infección con Leishmania 
braziliensis está afectando la expresión de MT durante las primeras 24horas y 
alrededor de las 72h post-infección. Una posible explicación a este fenómeno es 




infección (<24h), por lo que la multiplicación y liberación de amastigotes al medio 
para re-infectar los macrófagos inicialmente no infectados se puede presentar 
alrededor de las 72h post-infección. Aunque la cuantificación de la carga 
parasitaria no sugiere procesos de multiplicación o reinfección (Figura 8, panel E) 
durante las 72h de estudio, una investigación de macrófagos humanos infectados 
con Leishmania mexicana muestra que los amastigotes se replican de dos a tres 
veces antes de ser liberados, con un tiempo de duplicación de 17.5h [114]. Bajo 
este resultado, la explicación de infección, re-infección se ajusta a los tiempos en 
que Leishmania braziliensis afecta la expresión de MT.  
 
Western blot de MT en extractos de proteína total de macrófagos U937 no 
infectados e infectados con Leishmania braziliensis 
 
Durante este proyecto de investigación se planteó evaluar la dinámica de 
expresión de MT en macrófagos U937 no infectados e infectados con Leishmania 
braziliensis por western blot. Sin embargo, la MT no fue inmunodetectable en los 
extractos de proteína total de macrófagos U937 no infectados e infectados con 
Leishmania braziliensis con el anticuerpo α-MT (Santa cruz: sc-11377; Figura 10, 
panel A).  
 
La ausencia de inmunodetección de MT en los extractos de proteína total de 
macrófago U937 no fue producto de ausencia o baja disponibilidad de proteína, ya 
que 9 de los 10 extractos de macrófagos U937 no presentan diferencias 
significativas en la cantidad de proteína en gel respecto al control positivo de 
inmunodetección de MT sugerido por el productor (Extracto de proteína total de 
corazón de rata; Figura 10, panel B y C). Se descarta el efecto de otras variables 
como transferencia (2 horas a 200mA, con refrigeración) o la concentración del 
anticuerpo primario (dilución 1:50), ya que la inmunodetección del control positivo 
es óptima, al igual que la transferencia del marcador de peso molecular (10-
75kDa). 
 
Los resultados de la inmunocitoquímica de MT en macrófagos U937 contrastan 
con la falla de inmunodetección de MT por western blot en los extractos de 
proteína total de macrófagos U937. Aunque el productor del anticuerpo α-MT 
(Santa cruz: sc-11377) recomiendo el uso del anticuerpo para western blot bajo las 
condiciones descritas en esta investigación [115-118], es evidente que este 
anticuerpo es incapaz de inmunodetectar MT. Posiblemente, la inmunodetección 
de MT en macrófagos U937 está restringida a epítopes que se conservan durante 
la inmunocitoquímica y no durante el western blot. Por lo anterior, realizar la 
extracción de proteínas con detergentes no anicónicos y correr la electroforesis  
bajo condiciones no reductoras podría solucionar la falla de inmunodetección de 
MT. No obstante, la inmunodeteccion de MT mediante Dot-blot sobre extracciones 
de proteína de macrófagos U937 y células U937 con detergentes no anionicos 
(RIPA Triton X-100, RIPA NP-40 y saponina 0,2%) también fallo en los 
experimentos de estandarización de esta técnica durante esta investigación. 
 




anticuerpo comercial diferente. El anticuerpo α-MT Dako E9 (M0639) ha sido 
utilizado durante más tiempo por la comunidad científica, con excelentes 
resultados en los western blots reportados bajo las condiciones descritas en esta 
investigación [106, 119-121]. 
 
RT-PCR de las isoformas de MT en macrófagos U937 no infectados e 
infectados con Leishmania braziliensis 
 
La expresión de MT a nivel de proteína en los macrófagos U937 corresponde a la 
traducción de los mRNAs de las isoformas presentes durante el tiempo de estudio. 
Las isoformas expresadas por los macrófagos U937 no infectados no fueron 
alteradas en términos de presencia/ausencia por la infección con Leishmania 
braziliensis, ya que los macrófagos U937 infectados expresaron las mismas 
isoformas, siendo: MT1E, MT1F, MT1G, MT1X y MT2A (Figura 11). 
 
El resultado de las isoformas expresadas concuerda con el estudio realizado en 
macrófagos derivados de monocitos humanos en co-cultivo con células T e 
infectados con L. chagasi [16], donde se expresan las mismas isoformas, además 
de la MT1H y MT1M. No obstante, cuando la infección se realiza solo sobre los 
macrófagos derivados de monocitos humanos, las isoformas expresadas se 
reducen a MT1M, MT1F y MT1G. 
 
De igual modo, las comparaciones de las isoformas expresadas por los 
macrófagos U937 no infectados e infectados frente a otros estudios, resultan en 
diferencias en las isoformas expresadas. Esta variación puede obedecer a las 
diferentes variables experimentales como el modelo (humano o ratón), origen de 
los macrófagos (línea celular o de aislamiento primario) y la especie de 
Leishmania utilizada (L. major, L. donovani, L. mexicana o L. chagasi) [14-17]. 
 
Diseño de shRNAs para las isoformas de metalotioneína expresadas en 
macrófagos infectados con Leishmania braziliensis 
 
La primera estrategia para el diseño de shRNAs tiene como objetivo generar un 
shRNA que pueda silenciar simultáneamente las MT expresadas por los 
macrófagos U937 infectados por Leismania braziliensis. A partir de esta estrategia 
se obtuvo 4 shRNA que estan dirigidos simultáneamente contra los mRNA de la 
MT1E, MT1F, MT1G, MT1X y MT2A (figura 12). No obstante, estos shRNAs 
también afectaran colateralmente los mRNA de la MT1A, MT1B, MT1H y MT3, 
como blancos de silenciamiento no deseados producto de la similaridad de 
secuencia de las MTs. 
 
La segunda estrategia pretende diseñar shRNAs que silencien específicamente 
cada una de las MT expresadas por los macrófagos U937 infectados por 
Leismania braziliensis por separado. Como resultado se obtuvo tres shRNAs 
dirigidos contra la MT1E, dos contra la MT2A y uno contra la MT1F, mientras las 
MT1G y MT1X no obtuvieron shRNAs específicos para cada una, debido a la 




Dado que las dos estrategias fallan en su objetivo debido a la similaridad entre las 
secuencias de MT, se debería abordar una estrategia que pretenda silenciar 
simultáneamente todas las isoformas de MT1 y MT2. De esta manera, emplearía 
una estrategia que no sea afectada por la similaridad de secuencias, y de paso, 
elimina el problema de la redundancia funcional que pueden presentar las 
isoformas de MT. Esta estrategia no tiene en cuenta las MT3 y MT4 porque su 
expresión está limitada a tejidos específicos y por qué no es expresada durante la 
infección (figura 11). Una vez se demuestre que el silenciamiento simultaneo de 
las MT1 y MT2 tienen efecto sobre la infección de Leishmania braziliensis, valdría 
la pena silenciar específicamente cada una de las MTs para individualizar su 





Con el desarrollo de esta investigación se mostró la presencia proteica de la MT 
en macrófagos U937 no infectados e infectados con L. braziliensis, por 
inmunocitoquímica. Asimismo, se encontró que la expresión de MT es alterada 
durante las primeras 24h de infección y posteriormente a las 72h de infección. 
Además, se identificó un patrón de mayor intensidad de MT y β-tubulina alrededor 
de los kinetoplastos definido como fenotipo tipo vesicular especifico de los 
macrófagos U937 infectados con Leishmania braziliensis, sugiriendo una posible 
relación de la MT con el proceso de infección. Finalmente, el silenciamiento 
simultaneo de las MT1 y MT2 se hace necesario para evaluar la importancia de la 
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Figura 1. Viabilidad de macrófagos U937 expuestos a ZnSO4. Los macrófagos 
U937 se cultivaron a 37°C con atmósfera al 5% de CO2, en medio RPMI 1640 
suplementado con suero fetal bovino al 10% (v/v) en presencia de ZnSO4 0, 50, 75, 
100, 125, 150, 200 y 400 µM durante 24horas. Posteriormente, se evaluó la 
viabilidad de los macrófagos U937 por el método de Hoechst y PI. El control de 
viabilidad se incubó en saponina 0.2% a temperatura ambiente para comprometer 
la permeabilidad de membrana, durante 5 minutos previos a la evaluación de 
viabilidad. Se fotografiaron 2000 núcleos bajo el objetivo de 10X, en cada longitud 
de onda (Hoechst: 452nm y PI: 617nm) para cada tratamiento. Finalmente, por 
medio del software cell profiler se determinó el número de macrófagos viables 
(núcleo Hoechst positivo / PI negativo) y no viables (núcleo Hoechst positivo / PI 
positivo) para determinar el porcentaje de viabilidad de cada tratamiento. Las 
barras de error representan la desviación estándar. Los asteriscos (*) indican que 
tratamientos presentan diferencias significativas en la viabilidad respecto al 
















Figura 2. Efecto del zinc sobre la expresión y localización subcelular de MT en 
macrófagos U937. Los macrófagos U937 se cultivaron a 37°C con atmósfera al 
5% de CO2, en medio RPMI 1640 suplementado con suero fetal bovino al 10% 
(v/v) en presencia de ZnSO4 0µM, 50µM y 100µM durante 24 horas para inducir la 
expresión de la proteína metalotioneína. Posteriormente, los macrófagos U937 
fueron procesados para inmunocitoquímica (A), donde se inmunodetecto la 
βTubulina con el anticuerpo α βTubulina y el anticuerpo conjugado α IgG de ratón-
Alexa fluor 488, mientras la metalotioneína fue inmunodetectada con el anticuerpo 
α MT y el anticuerpo conjugado α IgG de conejo-Alexa fluor 594. El DNA se tiño 
con DAPI. Del mismo modo se procesó un control de autofluorescencia (sin 




control de reactividad cruzada del anticuerpo secundario (sin anticuerpo α MT). Se 
fotografiaron 126 macrófagos bajo el objetivo de 40X, en cada longitud de onda 
(DAPI: 458nm, Alexafluor-488: 520nm y Alexafluor-594: 618nm) para cada 
tratamiento. Las fotografías presentadas son representativas del fenotipo que se 
observó en cada tratamiento. Finalmente, por medio del software cell profiler se 
determinó la intensidad de fluorescencia de MT en los macrófagos de cada 
tratamiento (B). Las barras de error representan la desviación estándar. Los 
asteriscos (*) indican que tratamientos presentan diferencias significativas en la 


























Figura 3. Localización de MT en macrófagos U937 no infectados a las 0, 24, 48 y 
72 horas post-infección (tiempo de cultivo). Los macrófagos U937 se sometieron a 
un simulacro de infección sin parásitos y después se cultivaron durante 24, 48 o 
72 horas post infección a 34°C con atmósfera al 5% de CO2, en medio RPMI 1640 
suplementado con suero fetal bovino al 10% (v/v). Posteriormente, los macrófagos 
U937 fueron procesados para inmunocitoquímica, donde se inmunodetecto la 
βTubulina con el anticuerpo α βTubulina y el anticuerpo conjugado α IgG de ratón-
Alexa fluor 488, mientras la metalotioneína fue inmunodetectada con el anticuerpo 
α MT y el anticuerpo conjugado α IgG de conejo-Alexa fluor 594. El DNA se tiño 
con DAPI. Se fotografiaron 397 macrófagos bajo el objetivo de 100X, en cada 
longitud de onda (DAPI: 458nm, Alexafluor-488: 520nm y Alexafluor-594: 618nm) 
para cada tiempo post-infección. Las fotografías presentadas son representativas 






Figura 4. Localización de MT en macrófagos U937 infectados con Leishmania 
braziliensis a las 0, 24, 48 y 72 horas post-infección. Los macrófagos U937 se 
infectaron con Leishmania braziliensis y después se cultivaron durante 24, 48 o 72 
horas post infección a 34°C con atmósfera al 5% de CO2, en medio RPMI 1640 
suplementado con suero fetal bovino al 10% (v/v). Posteriormente, los macrófagos 
U937 fueron procesados para inmunocitoquímica, donde se inmunodetecto la 
βTubulina con el anticuerpo α βTubulina y el anticuerpo conjugado α IgG de ratón-
Alexa fluor 488, mientras la metalotioneína fue inmunodetectada con el anticuerpo 
α MT y el anticuerpo conjugado α IgG de conejo-Alexa fluor 594. El DNA se tiño 
con DAPI. Se fotografiaron 397 macrófagos bajo el objetivo de 100X, en cada 
longitud de onda (DAPI: 458nm, Alexafluor-488: 520nm y Alexafluor-594: 618nm) 
para cada tiempo post-infección. Las flechas señalan los kinetoplastos sobre los 
cuales es evidente el fenotipo tipo vesicular. El recuadro es el área magnificada de 
la figura 5. Las fotografías presentadas son representativas del fenotipo que se 









Figura 5. Ampliación al 200% de la localización de MT en macrófagos U937 
infectados con Leishmania braziliensis a las 24, 48 y 72 horas post-infección. 
Inmunofluorescencia de macrófagos U937 incubados con DAPI (Primer panel), 
Mouse α βTubulina y Goat α Mouse-Alexa fluor 488 (segundo panel) y Rabbit α 
MT y Goat α Rabbit-Alexa fluor 594 (Tercer panel). Combinación de las 3 
imágenes (cuarto panel). (N) núcleo del macrófago. Las flechas señalan los 

























Figura 6. Control de reacción cruzada del anticuerpo secundario (sin anticuerpo 
policlonal rabbitαMT) en macrófagos U937 no infectados a las 0, 24, 48 y 72 horas 
post-infección (tiempo de cultivo). Los macrófagos U937 se sometieron a un 
simulacro de infección sin parásitos y después se cultivaron durante 24, 48 o 72 
horas post infección a 34°C con atmósfera al 5% de CO2, en medio RPMI 1640 
suplementado con suero fetal bovino al 10% (v/v). Posteriormente, los macrófagos 
U937 fueron procesados para inmunocitoquímica, donde se inmunodetecto la 
βTubulina con el anticuerpo α βTubulina y el anticuerpo conjugado α IgG de ratón-
Alexa fluor 488. Adicionalmente, se agregó el anticuerpo conjugado α IgG de 
conejo-Alexa fluor 594 para evaluar su reactividad cruzada. El DNA se tiño con 
DAPI. Se fotografiaron 397 macrófagos bajo el objetivo de 100X, en cada longitud 
de onda (DAPI: 458nm, Alexafluor-488: 520nm y Alexafluor-594: 618nm) para 
cada tiempo post-infección. Las fotografías presentadas son representativas del 














Figura 7. Control de reacción cruzada del anticuerpo secundario (sin anticuerpo 
policlonal rabbitαMT) en macrófagos U937 infectados con Leishmania braziliensis 
a las 0, 24, 48 y 72 horas post-infección. Los macrófagos U937 se infectaron con 
Leishmania braziliensis y después se cultivaron durante 24, 48 o 72 horas post 
infección a 34°C con atmósfera al 5% de CO2, en medio RPMI 1640 
suplementado con suero fetal bovino al 10% (v/v). Posteriormente, los macrófagos 
U937 fueron procesados para inmunocitoquímica, donde se inmunodetecto la 
βTubulina con el anticuerpo α βTubulina y el anticuerpo conjugado α IgG de ratón-
Alexa fluor 488. Adicionalmente, se agregó el anticuerpo conjugado α IgG de 
conejo-Alexa fluor 594 para evaluar su reactividad cruzada. El DNA se tiño con 
DAPI. Se fotografiaron 397 macrófagos bajo el objetivo de 100X, en cada longitud 
de onda (DAPI: 458nm, Alexafluor-488: 520nm y Alexafluor-594: 618nm) para 
cada tiempo post-infección. Las fotografías presentadas son representativas del 






















































Figura 8. Cuantificación la inmunocitoquímica de macrófagos U937 control e 
infectados por Leishmania braziliensis. (A) Intensidad de fluorescencia por 
macrófago en macrófagos control e infectados a las 0, 24, 48 y 72 horas post-
infección. (B) Intensidad de fluorescencia por núcleo de macrófago en macrófagos 
control e infectados a las 0, 24, 48 y 72 horas post-infección. (C) Intensidad de 































































































































































































































































































las 0, 24, 48 y 72 horas post-infección. (D) Relación entre la intensidad de 
fluorescencia del núcleo/citoplasma en macrófagos infectados y no infectados a 
las 0, 24, 48 y 72 horas post-infección. (E) Porcentaje de macrófagos U937 con el 
fenotipo tipo vesicular a las 24, 48 y 72 horas post-infección. (F) Frecuencias de 








Figura 9. ¿Cuál método de extracción de proteína posee MT inmunodetectable 
por Western blot? (A) Western blot de MT en diferentes extractos de proteína de 
corazón de rata wistar. (IgY) proteína estándar de inmunodetección y 
electroforesis. (B) Electroforesis de los extractos de proteína de corazón de rata en 
gel de poliacrilamida al 20%. (C) Densitometría del WB de MT ajustada a la 
cantidad de proteína presente en la electroforesis (electroferograma). (S) 
sobrenadante, (PL) precipitado resuspendido en buffer laemli 2X y (PT) precipitado 









Figura 10. Dinámica de expresión de MT en macrófagos U937 no infectados e 
infectados por Leishmania braziliensis. (A) Western blot de MT en extractos de 
proteína total de macrófagos U937 no infectados e infectados por Leishmania 
braziliensis a las 0, 24, 48 y 72h post-infección. (s) Proteína total de corazón de 
rata wistar como estándar de inmunodetección y electroforesis. (Mw) marcador de 
peso molecular. (B) Electroforesis de los extractos de proteína total de macrófagos 
U937 control e infectados por Leishmania braziliensis a las 0, 24, 48 y 72h post-
infeccion. (C) Densitometría de la cantidad de proteína presente en la 
electroforesis de cada extracto respecto a la proteína estándar de corazón de rata 
wistar. El asterisco (*) indica que tratamiento presenta diferencia significativa en la 
cantidad de proteína presente en la electroforesis respecto a la proteina estándar 
























Figura 11. RT-PCR de las isoformas de MT en cDNA de Macrofagos U937 control 
(MØ) y Macrófagos U937 infectados con Leishmania braziliensis (MØ inf). Los 
productos de RT-PCR se corrieron en una electroforesis en gel de agarosa al 
1,5% con bromuro de etidio y marcador de peso molecular ZR 100 bp DNA 
Marker™ zymo research (Mw). Cada reacción tiene un control positivo (+; no 
aplica para MT1B) con cDNA plantilla de Du-145 y un control negativo (-) sin cDNA 
plantilla. Este procedimiento se realizó de manera independiente para cada 
muestra de RNA extraída con cada set de primers. Ósea 3 veces para macrófagos 
U937 no infectados (MØ) con cada set de primers y 3 veces para macrófagos 









Figura 12. shRNAs dirigidos simultáneamente contra MT1E, MT1F, MT1G, MT1X 
y MT2A. Los shRNA se diseñaron a partir de un alineamiento múltiple de las 
secuencias de mRNA de la MT1E, MT1F, MT1G, MT1X y MT2A; obteniendo una 
secuencia consenso con 60% o más de conservación de la identidad entre las 
isoformas de MT alineadas. Este segmento consenso se utilizó como el blanco de 
silenciamiento por medio del servicio web BLOCK-iTTM RNAi Designer. 
Finalmente, se realizó un blast con cada shRNA generado y se seleccionaron los 
shRNA con tres o menos (≥3) mRNAs blancos indeseados. Los nucleótidos en 
morado (linker) se agregaron para ajustar los shRNAs al sistema BLOCK iTTM. Los 
nucleótidos en verde son la secuencia sentido (sense sequence). Los nucleótidos 
en negro son la secuencia del bucle (loop sequence). Los nucleótidos en rojo son 






Figura 13. ShRNAs dirigidos especificamente contra MT1E, MT1F o MT2A. Cada 
shRNA se diseñó de manera independiente a partir de la secuencia de mRNA de 
la MT1E, MT1F o MT2A, por medio del servicio web BLOCK-iTTM RNAi Designer. 
Finalmente, se realizó un blast con cada shRNA generado y se seleccionaron los 
shRNA sin mRNAs blancos indeseados. Los nucleótidos en morado (linker) se 
agregaron para ajustar los shRNAs al sistema BLOCK iTTM. Los nucleótidos en 
verde son la secuencia sentido (sense sequence). Los nucleótidos en negro son la 
secuencia del bucle (loop sequence). Los nucleótidos en rojo son la secuencia 















Tabla No.1. Intensidad de fluorescencia de Metalotioneína en macrófagos U937 
no infectados e infectados con Leishmania braziliensis. Comparaciones múltiples 
de Kruskal, (-) P≥0,05; (D) P<0,05. 
 
  MØ U937 infectados con Leishmania braziliensis 




0h - D D D 
24h D D - - 
48h D D - - 
72h D D - - 
 
Tabla No.2. Intensidad de fluorescencia de Metalotioneína en macrófagos U937 
no infectados y  macrófagos U937 no infectados C(-). Comparaciones múltiples de 
Kruskal, (-) P≥0,05; (D) P<0,05. 
 
  MØ U937 no infectados C(-) 




0h D D D D 
24h D D D D 
48h D D D D 
72h D D D D 
 
Tabla No.3. Intensidad de fluorescencia de Metalotioneína en macrófagos U937 
infectados con Leishmania braziliensis y  macrófagos U937 infectados con 
Leishmania braziliensis C(-). Comparaciones múltiples de Kruskal, (-) P≥0,05; (D) 
P<0,05. 
 
  MØ U937 infectados con Leishmania braziliensis C(-) 






0h D D D D 
24h D D D D 
48h D D D D 













Tabla No.4. Intensidad de fluorescencia de Metalotioneína en núcleo de 
macrófagos U937 no infectados e infectados con Leishmania braziliensis. 
Comparaciones múltiples de Kruskal, (-) P≥0,05; (D) P<0,05. 
 
  Núcleo de MØ U937 infectados con Leishmania 
braziliensis 





0h - D D D 
24h D - - - 
48h D - - - 
72h D D - - 
 
Tabla No.5. Intensidad de fluorescencia de Metalotioneína en citoplasma de 
macrófagos U937 no infectados e infectados con Leishmania braziliensis. 
Comparaciones múltiples de Kruskal, (-) P≥0,05; (D) P<0,05. 
 
  Citoplasma de MØ U937 infectados con Leishmania 
braziliensis 





0h - D D D 
24h - D D - 
48h D - - - 
72h D - - - 
 
Tabla No.6. Razón de intensidad de fluorescencia de MT núcleo/citoplasma 
(intensidad de fluorescencia de MT en el núcleo/intensidad de fluorescencia de MT 
en el citoplasma) en macrófagos U937 no infectados e infectados con Leishmania 
braziliensis. Comparaciones múltiples de Kruskal, (-) P≥0,05; (D) P<0,05. 
 
  Razón de intensidad de fluorescencia de MT 
núcleo/citoplasma en MØ U937 infectados con 
Leishmania braziliensis 






en MØ U937 no 
infectados 
0h - D D D 
24h D - - D 
48h D - - - 








Tabla No.7. Intensidad de fluorescencia de Metalotioneína en macrófagos U937 
no infectados. Comparaciones múltiples de Kruskal, (-) P≥0,05; (D) P<0,05. 
 
  MØ U937 no infectados 




0h     
24h D    
48h D -   
72h D - -  
 
Tabla No.8. Intensidad de fluorescencia de Metalotioneína en macrófagos U937 
infectados con Leishmania braziliensis. Comparaciones múltiples de Kruskal, (-) 
P≥0,05; (D) P<0,05. 
 
  MØ U937 infectados con Leishmania braziliensis 








0h     
24h D    
48h D -   
72h D - -  
 
Tabla No.9. Intensidad de fluorescencia de Metalotioneína en núcleo de 
macrófagos U937 no infectados. Comparaciones múltiples de Kruskal, (-) P≥0,05; 
(D) P<0,05. 
 
  Núcleo de MØ U937 no infectados 





0h     
24h D    
48h D -   













Tabla No.10. Intensidad de fluorescencia de Metalotioneína en núcleo de 
macrófagos U937 infectados con Leishmania braziliensis. Comparaciones 
múltiples de Kruskal, (-) P≥0,05; (D) P<0,05. 
 
  Núcleo de MØ U937 infectados con Leishmania 
braziliensis 







0h     
24h D    
48h D -   
72h D - -  
 
Tabla No.11. Intensidad de fluorescencia de Metalotioneína en citoplasma de 
macrófagos U937 no infectados. Comparaciones múltiples de Kruskal, (-) P≥0,05; 
(D) P<0,05. 
 
  Citoplasma de MØ U937 no infectados 





0h     
24h -    
48h D -   
72h D - -  
 
Tabla No.12. Intensidad de fluorescencia de Metalotioneína en citoplasma de 
macrófagos U937 infectados con Leishmania braziliensis. Comparaciones 
múltiples de Kruskal, (-) P≥0,05; (D) P<0,05. 
 
  Citoplasma de MØ U937 infectados con Leishmania 
braziliensis 








0h     
24h D    
48h D -   










Tabla No.13. Razón de intensidad de fluorescencia de MT núcleo/citoplasma 
(intensidad de fluorescencia de MT en el núcleo/intensidad de fluorescencia de MT 
en el citoplasma) en macrófagos U937 no infectados. Comparaciones múltiples de 
Kruskal, (-) P≥0,05; (D) P<0,05. 
 
  Razón de intensidad de fluorescencia de MT 
núcleo/citoplasma en MØ U937 no  






en MØ U937 no 
infectados 
0h     
24h D    
48h D -   
72h - D D  
 
